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ULOGA ANGIOTENZINA II I REAKTIVNIH VRSTA 
KISEONIKA TOKOM RAZVOJA AKUTNE BUBREŽNE 
INSUFICIJENCIJE U EKSPERIMENTALNOJ HIPERTENZIJI 
REZIME 
Akutna bubrežna insuficijencija (ABI) se definiše kao nagli gubitak bubrežne funkcije. 
Uzroci nastanka ABI su mnogobrojni, a mehanizmi razvoja još uvek nedovoljno jasni. 
Karakterišu je iznenadna pojava, brzi tok, neizvesna i često loša prognoza krajnjeg ishoda 
bolesti. ABI je česta pojava kod hospitalizovanih pacijenata, a učestalost njenog nastanka na 
odeljenjima intenzivne nege se kreće do 30%. Udružena sa drugim oboljenjima, poput 
hipertenzije, uzrokuje visok stepen mortaliteta. 
Savremena istraživanja pokazuju da hipertenzija i oksidativni stres imaju važnu ulogu u 
progresiji bubrežnih oboljenja, što je usmerilo i stavilo akcenat naših istraživanja na uloge ova 
dva patogenetska faktora u nastanku i progresiji ABI. 
Sistem renin angiotenzin aldosteron (RAAS) ima značajnu ulogu u održanju krvnog 
pritiska i homeostatskih mehanizama bubrega. On u velikoj meri reguliše bubrežnu 
hemodinamiku i vaskularnu reaktivnost, a kako je intrarenalna vazokonstrikcija jedan od 
glavnih mehanizama razvoja ABI, očita je njegova uloga u patogenetskim mehanizmima 
nastanka ove bolesti. 
Oksidativni stres predstavlja disbalans između produkcije reaktivnih vrsta kiseonika 
(RVK) i sposobnosti biološkog sistema da ih uklanja ili da reparira oštećenja nastala 
produkcijom ovih molekula. Reaktivne vrste kiseonika su izuzetno reaktivne supstance usled 
postojanja nesparenih elektrona, i kao takve mogu da uzrokuju oštećenja na DNK, RNK, kao i 
nekim proteinima koji imaju ulogu u procesu starenja. Pokazano je da oksidativni stres ima 
veliku ulogu u razvoju mnogih oboljenja, kao što su Alchajmerova i Parkinsonova bolest, i 
neki kardiovaskularni poremećaji. Takodje je dokazano da, prilikom ishemičnih povreda 
organa i tkiva, nakon hipoksije, a tokom reperfuzije, dolazi do povećane produkcije molekula 
RVK. Iz pomenutih razloga, sasvim je izvesno da u ishemičnoj formi ABI povećana 
koncentracija ovih molekula, doprinosi nastanku i razvoju ovog teškog oboljenja. 
Kako je poslednjih godina u svetu sve veći broj hipertenzivnih pacijenata, a sa druge 





ulogu angiotenzina II (AngII) i RVK u mehanizmima nastanka ishemične ABI u uslovima 
hipertenzijie. Time bi bar delimično doprineli razumevanju nastanka ABI u pomenutim 
uslovima, što posledično može dovesti do uspešnijeg terapijskog pristupa u lečenju ove 
bolesti kod hipertenzivnih pacijenata, koji dožive epizodu sa razvojem ABI. 
Radi ostvarivanja postavljenih ciljeva koristili smo pacove sa urođenom hipertenzijom 
(SHR – engl. Spontaneously hypertensive rat) odgajane u Institutu za medicinska istraživanja, 
Univerziteta u Beogradu. Životinje, muškog pola, su bile telesne mase od oko 300g, hranjene 
su standardnom hranom za laboratorijske životinje (Veterinarski zavod Subotica, Srbija), i 
imale su slobodan pristup vodi. Akutna bubrežna insuficijencija, ishemičnog tipa, izazivana je 
klemovanjem leve bubrežne arterije, dok je desni bubreg bio hirurški odstranjivan.  
Životinjama smo davali: 
Losartan (Antagonist AT1 receptora za angiotenzin II), u dozi od 10mg/kg t.m., 
rastvaran u 4 ml fiziološkog rastvora 
Tempol (4-hidroksi-2,2,6,6-tetrametilpiperidin-1-
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N-oksil, mimetik enzima superoksid 
dismutaze) 40mg/kg/h t.m., rastvaran u 4 ml fiziološkog rastvora 
Životinje su podeljene u četiri grupe: 1. kontrolna grupa lažno operisanih pacova 
(SHAM); 2. kontrolna grupa sa akutnom bubrežnom insuficijencijom (ABI); 3. grupa 
životinja koje su dobijale infuziju losartana u toku i posle ABI (ABI+LOS); 4. grupa životinja 
koje su dobijale infuziju tempola za vreme i posle ABI (ABI+TEMP); Kontrolne grupe 
SHAM i ABI primale su infuziju 4 ml fiziološkog rastvora. Infuzija je otpočinjala 5 min pre 
uklanjanja netraumatske kleme i trajala narednih 175 min. 
Sva hemodinamska merenja kao i uzorci za biohemijska i histopatološka ispitivanja 
uzimana su 24 časa nakon završenog tretmana.  
Naši rezultati su pokazali da se kod pacova sa ABI bubrežni protok smanjuje, a bubrežni 
otpor naglo povećava u odnosu na grupu lažno operisanih životinja. Ovi rezultati ukazuju na 
snažnu intrarenalnu vazokonstrikciju u postishemičnom bubregu, što predstavlja jedan od 
glavnih uzroka razvoja ABI. Blokada receptora za Ang II dovela je do povećanja protoka i 
smanjenja otpora kroz bubrežnu arteriju. Tretman tempolom snizio je otpor protoku krvi kroz 





Biohemijski pokazatelji bubrežne funkcije (kreatinin, urea i neorganski fosfati u plazmi), 
značajno su povećani u odnosu na fiziološke okvire nakon izazivanja ishemičnog tipa ABI. 
Tretman blokatorom AT1 receptora u značajnoj meri snižava ove biohemijske parametre, što 
poboljšava bubrežnu funkciju u odnosu na grupu kod koje je izazvana ishemična ABI. 
Uklanjanje superoksidnog anjona, sa druge strane, nije dovelo do značajnih promena u ovim 
parametrima u postishemičnom modelu ABI, udružene sa hipertenzijom. 
ABI dovodi do povećanja lipidne peroksidacije u plazmi hipertenzivnih pacova 24h 
nakon reperfuzije. Blokada RAAS, kao i uklanjanje RVK dovodi do smanjenja lipidne 
peroksidacije u plazmi SHR sa razvijenom ishemičnom ABI.  
Naši rezultati pokazuju da postishemično povećanje nivoa AngII u hipertenzivnim 
uslovima ima značajnu ulogu u nastanku tubulo-intersticijskih oštećenja. Blokada AT1 
receptora dovodi do značajnog poboljšanja morfološkog izgleda postishemičnog bubrega. Sa 
druge strane, upotreba sakupljača superoksidnog anjona - tempola, nije imala bitan efekat na 
histološku sliku postishemičnog hipertenzivnog bubrega pacova. 
Opšti zaključak našeg rada ukazuje da postishemično povećanje nivoa AngII u 
hipertenzivnim uslovima, značajno utiče na razvoj renalne vazokonstrikcije i regulaciju 
glomerulske filtracije, kao i u nastanku tubulo-intersticijskih oštećenja u bubregu. 
Superoksidni anjon nema posebno izražen efekat u nastanku i održanju ABI kod 
hipertenzivnih pacova, ali zbog prirode ishemično-reperfuzionih oštećenja, svakako treba 
ispitati ulogu ostalih RVK. 
U cilju potpunijeg razumevanja uloge AngII i RVK kod hipertenzivnih pacijenata kod 
kojih dolazi do razvoja ishemične ABI, neophodno je uzeti u obzir i druge okolnosti kao što 
su godine života, vaskularna oboljenja, prethodno nastala bubrežna oštećenja, druge 
individualne karakteristike pacijenta i sprovesti mnogo detaljnija klinička istraživanja. 
Ključne reči: Akutna bubrežna insuficijencija; Hipertenzija; Renin angiotenzin 
aldosteron sistem; Angiotenzin II; Reaktivne vrste kiseonika; Losartan; Tempol; Pacovi sa 
urodjenom hipertenzijom 
Naučna oblast: Biologija; Fiziologija životinja i čoveka 





THE ROLE OF ANGIOTENSIN II AND REACTIVE OXYGEN 
SPECIES DURING THE ACUTE RENAL FAILURE 
DEVELOPMENT IN EXPERIMENTAL HYPERTENSION 
SUMMARY 
Acute renal failure (ARF) is defined as a sudden loss of renal function. It’s 
multifactorially caused, but the mechanism of pathogenesis and developement of this disease 
is still uncomplitely defined. ARF is characterized by sudden appearance, rapid progression of 
disease and very uncertain and often fatal outcome. ARF frequently occurres with 
hospitalized patients. The frequency of its occurrence in the intensive care units moves up to 
30%. Associated with other diseases, such as hypertension, it causes high rate mortality. 
Recent studies show that hypertension and oxidative stress have an important role in the 
renal disease progression. This fact directed the focus of our study towards the influence of 
these two pathogenetic factors in development and progression of ARF. 
The system rennin angiotensin aldosterone (RAAS) has a great role in blood pressure 
control and kidney homeostatic mechanisms. It mostly regulates the renal hemodynamic, but 
considering the fact that the intrarenal vasoconstriction is one of the major mechanisms of 
ARF development, it obviously influences the pathogenetic mechanisms in the development 
of this disorders. 
Oxidative stress is defined as a disbalance between the production of reactive oxygen 
species (ROS) and an ability of biological system to remove or fix the damage made due to 
production of these molecules. Reactive oxygen species are highly reactive due to presence of 
unpaired electrons and consequently lead to damage of DNA, RNA and some other ageing 
related proteins. There is evidence that the oxidative stress has a great influence in the 
progression of numerous diseases, such as Alzheimer’s, Parkinson’s, as well as some 
cardiovascular disorders. Furthermore, during the ischemia/reperfusion injuries of organs and 
tissues, there is increased reactive oxygen species molecule production. Thus, the ischemic 
type of ARF is characterized by a high concentration of these molecules which contribute to 
the development of this devastating illnes. 
Considering the rising number of hypertensive patients in the world, as well as the fact 





role of angiotensin II and reactive oxygen species in the development of ischemic ARF, 
during the hypertension. The goal of our research is to contribute to understanding the 
occurrence of ARF in these conditions which can lead to more successful therapeutic 
approach to treating this disease. 
In our study we used male adult spontaneously hypertensive rats (SHR), 24 weeks old, 
weighing about 300 g, which were bred in the Institute for Medical Research, Belgrade, 
Serbia, and fed with a standard chow for laboratory rats (Veterinary Institute JSC Subotica). 
The ischemic type of acute renal failure was induced by clamping the left renal artery, while 
the right kidney was surgically removed. 
Animals were given:  
 Losartan (angiotensin II type 1 receptor antagonist), at a dose of 10mg/kg body 
weight, dissolved in 4 ml saline; 
 Tempol (4-Hydroxy- 2,2,6,6-tetramethylpiperidine-1-15N-oxyl, superoxide 
dismutase mimetic) 40mg/kg/h tm, dissolved in 4 ml of saline; 
The animals were divided into four groups: 1- group of sham operated rats (SHAM); 2 -
group with acute renal failure (ARF); 3 - group of animals that received an infusion of 
losartan during and after ARF (ABI+LOS); 4 - group of animals that received the infusion of 
tempol during and after ARF (ABI+TEMP). SHAM and group with ARF were treated by 
infusion of 4 ml of saline. The infusion began 5 minutes before removing nontraumatic 
clamps and took the next 175 min. All hemodynamic measurements and samples for 
biochemical and histopathological examination were taken 24 hours after completion of 
treatment. 
Twenty-four hours after ARF induction renal blood flow (RBF) was significantly reduced 
followed as consequence increased renal vascular resistance (RVR) in postischemic SHR. 
These results indicate a strong intrarenal vasoconstriction in the ischemic kidney, which is 
one of the main factors involved in the initiation and maintenance of ARF. Blockade of Ang 
II leads to an increase in RBF and reduced RVR through the renal artery. Tempol treatment 
reduces RVR, but only slightly affects the increasing of flow through the renal artery. 
Biochemical markers of renal function (creatinine, urea and inorganic phosphates in 
plasma), were extremely aggravated after causing the ischemic type of ARF. AT1 receptor 





Removal of superoxide anions, on the other hand, has not led to significant changes in these 
parameters in the present model of ischemic ARF, associated with hypertension. 
Development of ARF in SHR couses the increase of lipid peroxidation in plasma, 24 h 
after reperfusion. RAAS blockade and scavenging of ROS decreased lipid peroxidation in 
plasma of SHR rats with developed ischemic ARF. 
Our results indicate that postischemic increase of AngII in hypertensive conditions has a 
significant role in the development of tubulo-interstitial damage. AngII AT1 receptor 
antagonist, losartan, significantly improved patho-morphological appearance of postishemic 
kidney. Using scavenger of superoxide anion, the tempol, did not have a significant effect on 
the histology of postishemic hypertensive rat’s kidney. 
The general conclusion of our work would suggest that increasing levels of ischemic 
AngII in hypertensive conditions has a significant role in the development of renal 
vasoconstriction and regulation of glomerular filtration, as well as development of tubulo- 
interstitial damage in the kidney. 
On the other hand, our results indicate superoxide anion had not particularly 
distinguished effects in the development and maintenance of ARF in hypertensive rats, but 
considering the nature of the ischemic-reperfusion injury, it is needed to examine the role of 
other ROS form. 
For the understanding the full effects of AngII and ROS in hypertensive patients with the 
ischemic episode of ARF, we should take into account many other factors (for example, age, 
vascular disease, pre-formed kidney damage and other individual characteristics of patients), 
and conduct much more detailed clinical investigation. 
Key words: Acute renal failure; Hypertension; Renin angiotensin aldosterone system; 
Angiotensin II; Reactive oxygen species; Losartan; Tempol; Spontaneously hypertensive rat 
(SHR). 
Scientific area: Biology; Animal and human physiology 
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1.1 Akutna bubrežna insuficijencija 
1.1.1 Definicija akutne bubrežne insuficijencije 
Akutna bubrežna insuficijencija (ABI) nastaje kao posledica ishemičnog ili toksičnog 
oštećenja bubrega. Karakteristike ove bolesti su iznenadno i trajno smanjenje glomerulske 
filtracije, koje je obično praćeno azotemijom, oligurijom, ili ređe anurijom (1). Na značaj 
nastanka ABI ukazuju i statistički podaci stope smrtnosti, koja se u opštoj populaciji kreće od 
7-23%, a na odeljenjima intenzivne nege taj procenat se povećava i do 50-80% (2, 3). 
U zavisnosti od mesta nastanka ABI se deli na: 
- prerenalnu; 
- parenhimsku (renalnu); 
- postrenalnu. (4); (slika 1) 
Pojedini autori (5 i 6) akutno otkazivanje bubrega klasifikuju u pet kategorija: 
 prerenalna azotemija; 
 akutna tubularna nekroza sa oligurijom; 
 neoligurična akutna tubularna nekroza; 
 opstrukcija urinarnog trakta i 







Slika 1 klasifikacija ABI po mestu nastanka A = prerenalna; B = postrenalna; C= 
renalna 
Preuzeto sa http://healthcarediary.com/acute-renal-failure/ 
Prerenalna akutna bubrežna insuficijencija (fiziološka oligurija) nastaje usled redukcije 
renalne perfuzije izazvane hipovolemijom. Hipovolemija može biti posledica hemoragije, 
dijareje, povraćanja, srčane insuficijencije usled kardiogenog šoka, kardijalne dekompezacije, 
hipotenzije, smanjene periferne cirkulacije (pareza vazomotornih neurona), začepljenja 
bubrežnih arterija i različitih drugih poremećaja (7). U pomenutim stanjima bubrežna 






Postrenalna oligurija predstavlja nemogućnost ekskrecije normalno stvorenog urina usled 
različitih mehaničkih prepreka. Ovaj tip ABI nastaje usled začepljenja uretra, vrata 
mokraćnog mehura, začepljenja uretre kamencem, tumora, povećane prostate i dr (8). 
Posmatrana u užem smislu ABI se naziva akutnom tubularnom nekrozom, jer je S3 
segment proksimalnih tubula najosetljivije mesto oštećenja, kako i u ishemičnom tako i u 
nefrotoksičnom obliku ABI.  
1.1.2 Patofiziološki mehanizmi ABI 
Za razvoj i održanje ABI odgovorna su četiri patofiziološka mehanizma: 
- smanjenje propustljivosti glomerulskih kapilara; 
- vraćanje (engl.-backleak) glomerulskog filtrata u intersticijum; 
- opstrukcija tubula; 
- intrarenalna vazokonstrikcija.  
1.1.2.1 Smanjenje propustljivosti glomerulskih kapilara 
Istraživanja su pokazala da su promene glomerularne membrane uključene u mehanizme 
odgovorne za smanjenje glomerulske filtracije u oba modela ABI (9). Povećanje njene 
propustljivosti za proteine i/ili smanjenje koeficijenta ultrafiltracije vodi do promene 
glomerulske permeabilnosti. Koeficijent ultrafiltracije zavisi od permeabiliteta glomerulskih 
kapilara i veličine korisne površine za glomerulsku filtraciju. Nastanak i razvoj ovog 
mehanizma i njegov uticaj na patofiziologiju ABI još uvek nije jasno definisan. Bubrenje 
endotelnih ćelija, naročito nakon ishemičnog oštećenja predstavlja moguće objašnjenje ovog 
fenomena (1). 
1.1.2.2 Vraćanje glomerulskog filtrata u intersticijum 
Kako u eksperimentalnim modelima, tako i u kliničkoj praksi, u patogenezi ABI je 
dokazan značaj vraćanja glomerulskog filtrata u intersticijum bubrega (10). Davanjem infuzije 






dekstran nego za inulin (11). Ovim se došlo do zaključka da se, kod pacijenata, sa ABI inulin 
(molekul sa značajno manjom molekulskom masom) vratio nazad kroz oštećeni epitel tubula 
u intersticijum bubrega. Ovaj mehanizam tesno je povezan sa hemodinamskim poremećajima 
prisutnim kod pacijenata sa ABI, a koji dovode do tubularne opstrukcije. 
1.1.2.3 Opstrukcija tubula 
Nakon ishemičnog ili toksičnog oštećenja u tubulima bubrega se nagomilavaju otpadni 
produkti („debris”) od oljuštenih tubulocita, koje se mešaju sa intratubularnim proteinima 
stvarajući cilindre (12). Formirajući čepove u tubulama, cilindri povećavaju unutartubularni 
pritisak, koji kada nadvlada glomerulski pritisak, dovodi do smanjenja i prestanka 
glomerulske filtracije. Daljim povećanjem ovog pritiska dolazi do rupture tubula i vraćanja 
sadržaja tubula u intersticijum bubrega. Savremena istraživanja (13) su pokazala da dugo 
godina korišćeni termin „akutna tubularna nekroza“ nije adekvatan, i da su polja direktne 
nekroze, nastale usled ABI, ograničena i relativno retka. Tubulociti reaguju na oštećenja 
nastala prilikom ABI na različite načine, pa i pored evidentnih letalnih oštećenja, u većini 
slučajeva dolazi i do znatnih subletalnih oštećenja ćelija (1). 
1.1.2.4 Intrarenalna vazokonstrikcija 
Intrarenalna vazokonstrikcija predstavlja jedan od najvažnijih patofizioloških 
mehanizama u nastanku ABI. Istraživanja su pokazala, kako na eksperimentalnim modelima, 
tako i u kliničkoj praksi, da prilikom ABI dolazi do značajnog smanjenja ukupnog protoka 
krvi kroz bubrege i to kao posledica renalne vazokonstrikcije. Protok krvi u proseku smanjuje 
se i do 50 % (1). Vaskularno oštećenje endotela bubrega ima značajnu ulogu u nastanku i 
održanju ABI. Oštećenjem endotelnih ćelija dolazi do poremećaja odnosa vazoaktivnih 
substanci u bubregu, a posebno se remeti odnos izmedju vazodilatatornog molekula azot 
monoksida (NO) i endotelina 1 (ET-1), molekula sa najjačim vazokonstriktornim dejstvom 
(14). Renalna oštećenja pospešuju sintezu endogenog ET-1, dok ishemični uslovi dovode do 
smanjenja sinteze NO (15,16). Osim direktnog vazodilatatornog delovanja na zidove krvnih 
sudova, Liberthal (1997) je pokazao da NO inhibira transkripciju gena za endotelin i menja 






1.1.3 Vrste bubrežnih oštećenja tokom nastanka ABI 
1.1.3.1 Subletalna oštećenja 
Molitoris i saradnici (1991-1994) su pokazali da subletalna oštećenja ćelija imaju 
značajnu ulogu u poremećenoj funkciji nefrona (17-20). Oni su pokazali da u ishemičnoj 





- ATP-aze sa bazolateralnog na apikalni deo tubulocita. Ovakav gubitak ćelijskog 
polariteta tubulocita dovodi do poremećaja transporta soli i vode (17-20). Takođe, ove 
promene remete propustljivost tubulocita koji gube svojstvo barijere dovodeći do pojave 
vraćanja filtrata u tkivo bubrega. 
Subletalna oštećenja takođe dovode i do gubitka adhezije sa matriksom bazalne 
membrane tubulocita. Epitelne ćelije tubula se, preko receptornih proteina β1 integrina, 
smeštenih na bazalnom delu ćelija, spajaju sa ekstracelularnim matriksom. Integrini se preko 
kompleksa proteina, nazvanih athezivni plak, vezuju za citoskelet tubularnih ćelija (21). 
Ekstracelularni domen integrina vezuje se sa matriksnim proteinima fibronektinom i 
kolagenom (21) na kojima prepoznaju tripeptidnu sekvencu arginin-glicin-asparagin (RGD). 
Prilikom nastanka ABI dolazi do gubitka polariteta ćelije i integrini se premeštaju sa bazalnog 
na apikalni domen subletalno oštećene tubulocite (22, 23). Morfološkim studijama (13) je 
pokazano da migracijom integrina dolazi do odlepljivanja (engl.- detachment) tubulocita sa 
bazalne membrane, kao i do njihovog ponovnog povezivanja, kako međusobnog, tako i sa 
zdravim, neoštećenim ćelijama, što sve doprinosi opstrukciji tubularnog lumena (23). Ovaj 
proces pospešuje vraćanje glomerulskog filtrata iz tubula u intersticijum bubrega, kao i pojavu 
tubulocita u urinu. Davanjem RGD sekvence u višku kod pacova sa ABI dobijeno je 
poboljšanje glomerulske filtracije najverovatnije preko smanjenja stepena tubularne 
opstrukcije (24, 25). 
1.1.3.2 Letalna oštećenja: nekroza 
Do nekroze tubulocita dolazi usled intenzivnog pražnjenja ćelijskih energetskih rezervi, 
kao i ireverzibilnih oštećenja plazma membrane i ćelijskih organela. Razaranje membrane 






vode (26, 27). Oštećenjem plazmaleme tubulocita i izlivanjem citoplazmatskog sadržaja sa 
proteolitičkim enzimima u ekstracelularni prostor dolazi do mnogobrojnih zapaljenskih 
procesa okolnog tkiva bubrega.  
Usled neregularne prirode i mnogostrukih mehanizama nastanaka nekroze pokušaji 
terapeutskog pristupa nakon nastalih promena u bubregu ograničenog su efekta (14). 
1.1.3.3 Letalna oštećenja: apoptoza 
Apoptoza je genetski programirana ćelijska smrt koja zahteva utrošak energije (26, 27). 
Prilikom apoptoze zapremina citoplazme ćelije se smanjuje, a nukleusni sadržaj se 
kondenzuje (30). U toku kondenzacije dolazi do fragmentacije nukleusa koji često obrazuje 
apoptotična tela od delova jedarnog materijala okruženim tankim slojem citoplazme i 
neoštećenom plazma membranom (30, 31). Apoptotične ćelije se ubrzo zatim fagocituju od 
strane makrofaga i susednih epitelnih ćelija, tako da brzo iščezavaju bez ikakvih oštećenja ili 
zapaljenja na okolnom tkivu. Iz ovih razloga apoptotične ćelije teško je uočiti (28, 30). 
Kao vid programirane ćelijske smrti, apoptoza se javlja tokom umerene ishemije ili 
oštećenja ćelija toksinima u koncentracijama u kojima ne dolazi do drastičnih metaboličkih 
poremećaja ili nekroze (28, 32). Pokretač apoptoze u ABI predstavlja gubitak “faktora 
preživljavanja“, kao što su solubilni faktori rasta i signalni molekuli odgovorni za ćelijsko-
ćelijsku i ćelijsko-substratnu adheziju (33). Prilikom nedostatka renotrofičnih hormona kao 
što su epidermalni faktor rasta (EGF) i faktori rasta slični insulinu 1 (IGF1)), tubulocite u 
kulturi ćelija umiru apoptozom (34). Nakon nastanka ABI u septičnim uslovima kada je 
povećana produkcija makrofaga, faktor nekroze tumora α (TNF- α ) može da doprinese pojavi 
apoptoze (28). Na biohemijskom nivou, aktiviranje endonukleaza predstavlja značajan korak 
u apoptotskom fragmentisanju DNK (29). U slučaju nekroze DNK se raspada u manje 
fragmente baznih parova različitih veličina, dok kod apoptoze endonukleaze formiraju 
nukleozome veličine do 200 baznih parova (28).  
Savremena istraživanja pokazuju da kaskadnom aktivacijom proteaza sličnih interleukin-
1β konvertujućem enzimu (ICE), dolazi do proteolitičkog cepanja citoplazmatskog i 






1.1.4 Model postishemične eksperimentalne ABI 
Mnogobrojni su životinjski modeli koji se koriste za eksperimentalno proučavanje ABI. 
Prvi kompletan opis modela klemovanja hilusa pacova, dao je Klotesky 1954. godine (37). 
Najčešće korišćen model je unilateralna okluzija renalne arterije, uglavnom leve, sa 
uklanjanjem desnog bubrega. Vreme izazivanja ishemije kod različitih autora varira od 40-70 
minuta, a u pacovskim modelima ono najčešće traje od 40-45 min (38-42). Tok ishemične 
ABI možemo podeliti na tri faze: inicijalna faza, faza održavanja i faza oporavka (43). Tokom 
nastanka ishemične ABI dolazi do značajnog pada klirensa kreatinina, povećanja frakcione 
ekskrecije natrijuma, kao i koncentracije uree u krvi (44), u periodu nakon 24h. Takođe, 
pacovi kojima je izazvana ABI pokazuju značajno sniženje izlučivanja urina, 15-30 % od 
kontrolne vrednosti (45,46). Malis i saradnici (45) su pokazali značajnu redukciju 
glomerulske filtracije kod pacova kojima je 40 minuta klemovan hilus levog bubrega. Kod 
ovih životinja klirens inulina, 3 sata nakon ishemije iznosio je 4,2 ± 0,9 % preishemične 
vrednosti (45). 
U ishemičnom tipu ABI dolazi do značajnog smanjenja ukupnog renalnog protoka krvi sa 
izrazitom spoljašnjom kortikalnom ishemijom. Nakon 45-ominutne okluzije renalne arterije 
pacova, pored izrazite kortikalne ishemije, javlja se i poremećaj cirkulacije spoljašnjeg 
medularnog područja, koji dostiže maksimum 24-48 h nakon uspostavljanja recirkulacije. 
Solez je 1983. godine pokazao sličnosti između eksperimentalne postishemične ABI sa 
bubrežnom insuficijencijom zabeleženom u kliničkoj praksi (44). Pomoću elektronske 
mikroskopije na glomerulima su opisane karakteristične promene na filtracionoj barijeri. ABI 
dovodi do značajnog smanjenja glomerulskih endotelnih, epitelnih i mezengijelnih ćelija koje 
su dovoljne da zatvore kapilarni lumen (47). Površine endotela prilikom oštećenja jasno 
pokazaju smanjenje veličine i gustine pora (fenestri). U prvom satu ishemije, tela i pedicele 
podocita se šire i postaju spljošteni, a nakon toga se smanjuje opsežnost promena (48). 
Bubrenje tubulocita dešava se još u toku okluzije renalne arterije, da bi nekoliko minuta 
nakon skidanja kleme otpočelo propadanje i ljuštenje mikrovila četkastog pokrova tubulocita 
u lumenu proksimalnih tubula (49). Tako oljušteni mikrovili spajaju se i dalje bubre u 
tubularnom lumenu, postižući dijametar od nekoliko mikrometara. Putujući dalje kroz nefron, 
mogu da začepe silazni i ravni deo Henleove petlje. Ova proksimalna opstrukcija prolaznog je 






cilindri u distalnim delovima nefrona, tako da, nakon 24 časa, većina distalnih tubula i 
sabirnih cevčica sadrži cilindre (10). Sporadično pojavljivanje nekrotičnih tubulocita u 
lumenu počinje već u prvim minutima recirkulacije, a potom i u izuvijanom delu distalnih 
tubula. Nakon 60 minuta recirkulacije, uočljivo je postojanje hijalnih cilindara, a nakon 18 
sati, posebno u težim oblicima ABI, u proksimalnim tubulima su prisutne ekstezivne nekroze, 
dok je lumen proksimalnih tubula i Henleove petlje ispunjen oljuštenim ćelijama (50). 
Ispunjavanje debljeg uzlaznog kraja lumena Henleove petlje i distalnih tubula dovodi do 






1.2 Sistem renin – angiotenzin aldosteron i njegova uloga u bubrežnim 
mehanizmima 
Renin-angiotenzin-aldosteron sistem (RAAS), predstavlja složeni koordinisani 
hormonski sistem koji ima dominantnu ulogu u kontroli kardiovaskularnih i bubrežnih 
funkcija. Ovu ulogu postiže regulacijom količine telesnih tečnosti i elektrolita, kao i 
arterijskog pritiska (51). Glavni efektorni peptid RAAS je Angiotenzin II (AngII) koji, 
vezivanjem za AT1 receptore, posreduje u nizu fizioloških reakcija kao što su 
vazokonstrikcija, otpuštanje aldosterona i vazopresina, retencija natrijuma i vode, kao i 
aktivacija simpatičkog nervnog sistema. U patološkim uslovima preterana sinteza ovog 
oktapeptida može dovesti do pojave hipertenzije, hemodinamskih poremećaja i razvoja 
srčanih oboljenja (51).  
Renin-angiotenzin-aldosteron sistem je izazivao interesovanja naučnika još u 19. veku 
kada su Tigerstedt i Bergmann (52) pokazali da ekstrakt kore bubrega izaziva povećanje 
krvnog pritiska. Iako su još tada ova dvojica naučnika dali ekstraktu ime renin, tek prvi radovi 
Goldblatt-a i saradnika 1934. godine ukazali su na moguću fiziološku ulogu renina (53). Dalja 
istraživanja su pokazala da eksperimentalno suženje bubrežne arterije dovodi do hipertenzije, 
što je ukazalo na mogućnost da poremećaj bubrežne cirkulacije može da dovede do sekrecije 
neke vazopresorne supstance, i od tada opisan je čitav niz enzima, peptida i kofaktora koji 
zajedno čine ovaj sistem.  
1.2.1 Osnovne komponete i fiziološka uloga sistema renin-
angiotenzin-aldosteron 
Osnovne komponente koje čine ovaj  sistem su:  
1) angiotenziogen, veliki globularni protein; 
2) renin, enzim koji katalizuje proteolitičko pretvaranje angiotenzinogena u dekapeptid 
angiotenzin I; 
3) enzim konverzije angiotenzina (ACE- engl. angiotensine converting enzyme), 
karboksipeptidaza koja pretvara angiotenzin I u AngII 






5) receptor za angiotenzin II, tipa 1 i tipa 2 (AT1 i AT2) (slika 2). 
Slika 2 Osnovne komponente renin-angiotenzin-aldosteron sistema (54) 
Vezivanje AngII za njegove receptore uzrokuje vazokonstrikciju i oslobađanje 
aldosterona i kateholamina (55). Angiotenzinogen je glikoprotein (α2  globulin) koji se 
sintetiše u jetri. Delovanje renina na angiotenzinogen direktno zavisi od njegove koncentracije 
u plazmi. Angiotenzinogen se takođe produkuje i u nekoliko drugih organa, tako da je 
njegovo prisustvo detektovano u bubrežnoj limfi pacova i tubulocitama proksimalnih kanalića 
bubrega (56). Renin je proteolitički enzim koji se sintetiše, deponuje i luči skoro isključivo u 
bubrezima. Iako su enzimi slični reninu nađeni i u drugim organima, nema podataka da imaju 
bilo kakve sistemske efekte. U sintezi renina prvi korak predstavlja stvaranje prekursora 
preprorenina, koji se pretvara u prorenin, a on u aktivni renin. Sinteza i deponovanje renina se 






debeli uzlazni deo Henleove petlje. Jukstaglomerularne ćelije predstavljaju modifikovane 
glatke mišićne ćelije, a tubulocite na koje naležu ćelije makule dense (engl.-macula densa 
cells). Ove ćelije zajedno sa jukstaglomerularnim ćelijama i ekstra glomerularnim 
mezengijalnim ćelijama čine jukstaglomerularni aparat (57). 
1.2.2 Regulacija sekrecije renina 
Sekreciju renina regulišu:: 
1) ćelije macule dense; 
2) baroreceptorni mehanizam; 
3) simpatički nervni sistem. 
Vander je 1967. godine precizno pokazao da postoji obrnut odnos izmedju koncentracije 
natrijuma u regionu macula dense (tzv. tubularno opterećenje natrijumom) i sekrecije renina 
(58). Ovu teoriju dokazali su Scott i Briggs 1987. godine na perfundovanim preparatima 
jukstaglomerularnog aparata (59).  
Eksperimentalne studije su ukazale da sekrecija renina direktno zavisi od renalnog 
perfuzionog pritiska, što je dovelo do zaključka da jukstaglomerularne ćelije mogu delovati 
kao baroreceptori koji reaguju na promene vaskularnog volumena, pritiska, ili oba zajedno 
(58). Istraživanja druge grupe autora (60), pokazala su da je smanjenje perfuzionog pritiska u 
bubrezima odgovorno za povećanje sekrecije renina, što je regulisano mehanizmom negativne 
povratne sprege. 
Simpatički nervni sistem ima važnu ulogu u kontroli sekrecije renina. Ovu tezu potvrđuju 
podaci koji govore da stimulacija bubrežnih nerava ili infuzija kateholamina povećavaju 
sekreciju renina (61). Jukstaglomerularne ćelije su inervisane kateholaminskim nervnim 
završecima. Slaba elektrostimulacija β-adrenoreceptora na jukstaglomerularnim ćelijama 
dovodi do povećanja sekrecije renina, dok stimulacija α-receptora na istim ćelijama dovodi do 
njene inhibicije. Elektrostimulacija α-receptora visokim intenzitetom nadražaja dovodi do 







1.2.3 Fiziološka uloga sistema renin-angiotenzina-aldosteron 
Primarna uloga RAAS u fiziološkim uslovima je regulacija krvnog pritiska i metabolizma 
soli i vode. Angiotenzin II može učestvovati direktno i indirektno u regulaciji arterijskog 
pritiska. Direktno izaziva vazokonstrikciju u mišićnim arteriolama nosiocima otpora, a 
indirektno preko sekrecije aldosterona i retencije vode, što povećava volumen telesnih 
tečnosti. U fiziološkim uslovima, direktan vazokonstriktorni efekat AngII nema većeg uticaja 
na održanje pritiska, ali u slučajevima deficita soli u organizmu, povećana količina AngII u 
cirkulaciji značajan je mehanizam za održavanje arterijskog pritiska (61). AngII je u 
fiziološkim uslovima glavni regulator biosinteze i sekrecije aldosterona, koji stimuliše 
reapsorpciju natrijuma u distalnim tubulima i sabirnim kanalićima nefrona (62). Aldosteron se 
vezuje za svoje receptore u citoplazmi tubulocita i kompleks u jedru se vezuje za promotore 








-ATP-aze. To sve pospešuje reapsorpciju natrijuma (62, 63), a 
time  i vode, što dovodi do povećanja volumena tečnosti u organizmu. 
Koncentracija natrijuma i kalijuma u plazmi, adrenokortikotropnog hormona (ACTH), 
kao i AngII predstavljaju činioce koji direktno stimulišu biosintezu i sekreciju aldosterona 
(64). AngII je glavni fiziološki regulator sekrecije aldosterona. Ovo je dokazano blokadom 
enzima konverzije angiotenzina, koja u potpunosti blokira sekreciju aldosterona, čak i u 
stanjima sa deficitom natrijuma u plazmi, gde bi trebalo da dođe do stimulisane produkcije 
aldosterona (65). 
AngII ima i direktan uticaj na bubrežnu ekskreciju natrijuma. Povećane doze renina i 
AngII stimulišu diurezu i natriurezu, dok fiziološke doze, primarno imaju antinatriuretsko i 
antidiuretsko dejstvo.  
Biohemijska i morfološka istraživanja su pokazala važnost uloge RAAS u bubrezima 
(61). Pored mnogostrukih dejstava AngII u bubrežnoj fiziologiji, izdvajaju se dva najvažnija, 
a to su regulacija protoka krvi i glomerulske filtracije kroz bubrege. Angiotenzin II dovodi do 
snažnije konstrikcije eferentne nego aferentne arteriole, što rezultuje povećanjem 
glomerulskog filtracionog pritiska. Ovakvo dejstvo omogućava održavanje glomerulske 
filtracije i u uslovima pada protoka krvi kroz bubrege. Pored toga, AngII deluje nezavisno na 
filtracioni koeficijent utičući na kontrakciju i funkciju mezengijalnih ćelija koje regulišu 
veličinu filtracione površine. Delovanje AngII kao promotera rasta mezengijalnih ćelija može 






ćelijskog rasta i deobe u bubrezima (67). Mnoga dejstva AngII modifikovana su delovanjem 
prostaglandina i atrijalnog natriuretskog peptida (ANP), koji predstavlja endogeni inhibitor 
RAAS. Nesteroidni anti-inflamatorni lekovi, inhibitori sinteze prostaglandina uklanjaju 
modulatorno dejstvo prostaglandina na vazokonstrikciju uzrokovanu AngII (68).  
1.2.4 Uloga sistema renin-angiotenzin-aldosteron u vaskularnim oboljenjima i 
bubrežnoj insuficijenciji 
Savremenim tehnikama molekularne biologije ostvaren je veliki napredak u 
istraživanjima sistema renin-angiotenzin, kao i njegove uloge u hipertenziji, restenozi, srčanoj 
hipertrofiji i bubrežnim bolestima. Inhibitori enzima konverzije angiotenzina se u kliničkoj 
praksi odavno koriste kao antihipertenzivni lekovi, što ukazuje na ulogu RAAS u kontroli 
krvnog pritiska.  
Primenom ACE inhibitora ispitivana je uloga RAAS u proliferaciji miointimalnog sloja 
krvnih sudova pacova nakon angioplastike. Primena cilazaprila i losartana je pokazala 
značajno poboljšanje strukture zida krvnog suda kod pacova, međutim, upotreba ACE 
inhibitora na primatima i u kliničkim studijama nije dovela do  rezultata, tako da se 
pretpostavlja da je uloga RAAS u restenozi specifična za vrstu (60, 65). Istraživanja su 
pokazala da primena ACE inhibitora sprečava ili umanjuje hipertrofiju srca, što je ukazalo na 
moguću ulogu RAAS u patološkom rastu srčanih ćelija (69). Iako je jasno dokazana uloga 
RAAS u ovim procesima, a pre svega AngII, mehanizmi koji dovode do poboljšanja slike 
kardijalne hipertrofije još uvek su nedovoljno istraženi. Na nivou bubrega, AngII pokazuje 
različita dejstva. Osim kontrole renalne hemodinamike i transporta u tubulima, AngII deluje i 
kao faktor rasta i profibrogeni citokin, a neretko pokazuje i inflamatorna svojstva (70). Ovi 
efekti su često nezavisni od hemodinamskih promena, naročito u modelima hronične 
bubrežne insuficijencije, ali u in vivo uslovima teško je odvojiti ta dva uticaja. Uloga RAAS je 
nedvosmisleno potvrđena u malignoj hipertenziji, ali je patogeneza ABI u ovakvim 
okolnostima veoma nejasna (71). Iako bi inhibicija Ang II, kao jakog vazokonstriktora, 
trebalo da dovede do poboljšanja, mnogobrojne studije pokazuju da ACE inhibicija ne dovodi 
do poboljšanja kliničke slike kod pacijenata sa malignom hipertenzijom (72-75). Nekoliko 
autora je pokazalo da RAAS deluje na oštećenja bubrega izazvana ishemijom i reperfuzijom. 






eksperimentalne forme ABI (9, 76). Kontogiannis i Burns su 1998. godine pokazali da 






1.3 Reaktivne vrste kiseonika 
Ljudski organizam koristi kiseonik da pretvara masti, ugljene hidrate i proteine u 
energiju, pri čemu može doći do neželjenih štetnih reakcija aktiviranih molekula kiseonika. 
Kiseonik je visoko reaktivan atom, koji može da postane deo potencijalno štetnih molekula 
koji se obično nazivaju reaktivne vrste kiseonika (RVK) ili „slobodni radikali“. Oni imaju 
sposobnost oštećenja zdravih ćelija, što dovodi do gubitka njihove strukture i funkcije. 
Reaktivne vrste kiseonika (engl. ROS - reactive oxygen species) je termin koji obuhvata sve 
visoko reaktivne molekule koji sadrže kiseonik. 
Oštećenje ćelija prouzrokovano slobodnim radikalima predstavlja jedan od glavnih 
uzroka starenja i nastanka raznih degenerativih oboljenja, kao što su: kancer, 
kardiovaskularne bolesti, katarakta, oboljenja imunskog i nervnog sistema (78). Slobodni 
radikali uključeni su u patogenezu najmanje 50 različitih oboljenja (79, 80). Ipak, njihovo 
formiranje prirodno je kontrolisano jedinjenjima poznatim kao antioksidanti (slika 3). 
Nedostatak antioksidanata dovodi do akumulacije tkivnih oštećenja i slabljenja organizma. 
Reaktivne vrste kisonika su negativno naelektrisani molekuli, koji imaju nesparene 
elektrone koji teže da se spajaju sa elektronima drugih molekula da bi postali elektro 
neutralni. Tokom tog procesa formiraju se novi RVK koji ulaze zatim u proces lančanih 
reakcija kreirajući nove RVK. Ukoliko se novonastali RVK ne deaktiviraju, hiljade molekula 
može da nastane za samo nekoliko sekundi od prvobitne reakcije. Antioksidanti imaju 
sposobnost stabilizacije odnosno deaktivacije RVK pre nego što oni napadnu ćelije. 
Tipovi RVK (tabela 1) uključuju hidroksilne i superoksidne radikale, vodonik peroksid, 
nitrooksične radikale, hipohlorične radikale i različite lipidne peroksidne radikale. Svi oni 
imaju sposobnost reakcije sa membranom lipida, nukleinskim kiselinama, proteinima i 






Slika 3.  Interakcija reaktivnih vrsta kiseonika i antioksidanata (82) 















 , Superoksidni anjon Ima jedan  elektron manje od molekula kiseonika O2, formira se u 
brojnim autooksidativnim reakcijama i preko elektronskog 
transportnog lanca prevodi se preko SOD do H2O2. 
.
OH, Hidroksil radikal   Ekstremno reaktivan  molekul, koji nastaje od H2O2 u Fentonovoj 
reakciji i u razgradnji peroksinitrita. Reaguje sa gotovo svim 
molekulima u ćeliji. 
H2O2, Hidrogen peroksid Nastaje dismutacijom O2
-
 ili direktnom redukcijom kiseonika. 
Liposolubilan je i lako difunduje kroz membrane. 
RO
.




   
 
Organski radikali sa kiseonikom koji zauzima centar molekula. 
Lipidne forme učestvuju u lipidnoj peroksidaciji. 
HOCl, Hipohlorična kiselina Formira se pomoću H2O2 u reakciji u kojoj učestvuje 
mieloperoksidaza. Visoko reaktivan i liposolubilan. Reaguje sa 




Nastaju u reakciji slobodnih radikala sa komponentama kao što su 
lipidi i nukleotidne baze. 




. Protonovana peroksinitritna kiselina 







RVK nastaju na više načina. Većina oksidativnih produkata koje proizvodi ćelija javljaju 
se kao posledica: 
 normalnog aerobnog metabolizma i fizioloških reakcija ćelija jer oko (Slika 4): 
90% stvorenog kiseonika koristi mitohodrijalni sistem za transport elektrona 
 dejstva fagocita prilikom odbrane organizma od virusa i bakterija 
 detoksikacije organizma nakon trovanja različitim toksinima.  
 
Slika 4 Produkcija RVK.Velika količina reaktivnih vrsta kiseonika nastaje kao produkt 
reakcija brojnih enzima u organizmu kao što su: NAD(P)H oksidaza, ksantin oksidaza i azot 
monoksid sintaza (eNOS). Složena struktura pojedinih enzima kao što je npr.NAD(P)H 
oksidaza, dovodi do toga da brojni faktori, među kojima i vazoaktivne supstance, mogu uticati 
na generisanje reaktivnih vrsta kisonika. (86) 
SOD-superoksid dismutaza; BH4-tetrahidrobiopterin; Gp91, Nox1 ,Nox4, p67, p47, p22, Rac-subjedinice 
NAD(P)H oksidaze 
Mnogobrojni faktori stresa, kao što su fizički napori koji ubrzavaju ćelijski 






drogama i toksinima poput duvanskog dima, zagađenjima, pesticidima i insekticidima, mogu 
da doprinesu disbalansu u odnosu stvaranja i uklanjanja RVK. 
1.3.1 Antioksidativna zaštita 
Da bi zaštitili ćelije i sisteme organa od RVK, čovečji organizmi poseduju visoko 
sofisticiran i kompleksan antioksidativni sistem zaštite. Taj sistem uključuje komponente 
endogenog i egzogenog porekla, koje funkcionišu interaktivno i sinergistički (87) : 
 Prirodne antioksidante kao što su vitamin C, vitamin E, karotenoidi i druga 
jedinjenja niske molekulske mase, poput glutationa i masnih kiselina. 
 Antioksidativne enzime: superoksid dismutazu (SOD), glutation peroksidazu 
(GSH-Px), glutation reduktazu (GR), katalazu (CAT)... 
 Metaloproteine poput feritina, laktoferina, albumina i cerulo plazmina koji 
vezuju slobodne jone gvožđa i bakra za dalje katalizovanje oksidativnih reakcija. 
 Druge mnogobrojne antioksidante iz hrane biljnog porekla 
1.3.2 Oksidativni stres u humanoj patologiji 
Koliko god da je humani antioksidativni sistem kompleksan, nije uvek i dovoljno 
efikasan. Suštinski, oksidativni stres predstavlja prevagu pro-oksidantivnih supstanci nastalih 
kao rezultat povećanja oksidativnog metabolizma, u odnosu na antioksidativne supstance u 
organizmu. Povećanje oksidativnog stresa na ćelijskom nivou može da bude posledica 
mnogih faktora, uključujući i konzumiranje alkohola, lekova, nastanak trauma, prehlade, 
infekcije, loše ishrane, toksina, radijacije ili naporne fizičke aktivnosti. Zaštita od ovih štetnih 
procesa zavisi od adekvatnosti različitih antioksidantnih supstanci koje se izdvajaju direktno 
ili indirektno iz hrane. Neadekvatno uzimanje antioksidantnih sastojaka može da 
kompromituje antioksidantni potencijal, i na taj način poveća ukupni oksidativni stres. 
Oksidativno oštećenje DNK, proteina i drugih makro molekula uključeno je u patogenezu 
širokog spektra bolesti, među kojima su najznačajnije srčane bolesti i kanceri (80). Sve više 






sugerišu da antioksidanti mogu da igraju ključnu ulogu u prevenciji i usporavanju progresije, 
srčanih bolesti, i nekih vrsta kancera (88, 89). 
1.3.3 Značaj oksidativnog balansa 
Iako se mnoga dosadašnja istraživanja fokusiraju na potencijalnu efikasnost pojedinačnih 
antioksidantnih sastojaka, postalo je jasno da se najbolja zaštita od oksidativnog stresa postiže 
kombinovanjem različitih međusobno povezanih antioksidanata i antioksidantnih kofaktora 
(87). Studije su pokazale da smanjen unos antioksidanata kao što su vitamin C, vitamin E ili 
beta-karoten povećava rizik pojave kardiovaskularnih bolesti (81). Sa druge strane, pod 
određenim uslovima višak bilo kog tipa antioksidanta može da bude štetan po organizam (90). 
Ruano-Ravina i saradnici pokazali su 2006. godine da visoke doze beta-karotena povećavaju 
rizik nastanka kancera pluća kod pušača (91). Sa druge strane, postoje suprotna mišljenja o 
upotrebi vitamina E kod pacijenata sa Alchajmerovom bolešću (92, 93). Kontush i 
Schekatolina (2004. god) tvrde da tretman vitaminom E može usporiti razvoj Alchajmerove 
bolesti, tako što smanjuje oksidaciju lipoproteina cerebrospinalne tečnosti i lipida mozga (92). 
Sa druge strane, Boothby i Doering (2005. god.) ne preporučuju upotrebu vitamin E ni kao 
primarnu, ni kao sekundarnu prevenciju kod Alchajmerove bolesti (93). Prasad je 2004. 
godine ukazao da oko 60% pacijenata obolelih od karcinoma koristi antioksidante kao 
dodatak ishrani tokom terapija zračenja, iako većina onkologa ne preporučuje upotrebu 
antioksidanata (94). 
Treba imati u vidu da RVK, koje se u današnjim istraživanjima najčešće spominju kao 
uzročnici brojnih oboljenja imaju i bitnu ulogu u normalnom funkcionisanju organizma. U 
fiziološkim koncentracijama RVK su deo ključnih regulatornih molekularnih mehanizama, 
koji učestvuju u: imunskom odgovoru, ćelijskoj proliferaciji, inflamaciji, ćelijskoj adheziji, 
metaboličkim procesima, starenju i ćelijskoj smrti (95). 
Iz svega navedenog, jasno je da narušavanje balansa antioksidativnih/prooksidativnih 
supstanci može dovesti do brojnih neželjenih efekata u organizmu. Takođe, prilikom primene 
antioksidativne terapije treba biti obazriv, jer njena efikasnost može da varira u zavisnosti od 






1.3.4 Reaktivne vrste kiseonika u hipertenziji 
Jedna od ključnih karakteristika hipertenzije je povećanje perifernog vaskularnog otpora, 
usled smanjenja lumena rezistentnih krvnih sudova na periferiji tela (96). Kako je otpor 
suprotno proporcionalan prečniku suda na četvrti stepen, male promene prečnika značajno 
utiču na vaskularni otpor. Male arterije i arteriole koje određuju periferni otpor podležu 
strukturnim i funkcionalnim promenama u hipertenziji. Primeri ovih promena uključuju 
povećanje reaktivnosti na vazokonstriktorne supstance, smanjenje endotelne funkcije, rast 
vaskularnih glatkih mišićnih ćelija, skladištenje komponenti ekstracelularnog matriksa i 
vaskularna zapaljenja (97). 
Tokom prethodnih godina uloga RVK u kardiovaskularnom sistemu bila je predmet 
mnogih istraživanja. Porodica RVK obuhvata različite molekule koji imaju široko i različito 
dejstvo na funkciju ćelija. U okviru kardiovaskularnog sistema RVK utiču na ćelijski rast i 
diferencijaciju, modulaciju produkcije komponenti ekstracelularnog matriksa, inaktivaciju NO 
i stimulaciju mnogih kinaza (98). Mnogi od ovih efekata povezani su sa patološkim 
promenama u hipertenziji. 
Stanje oksidativnog stresa u kardiovaskularnom sistemu uključuje hronično povećanje 
nivoa RVK, koje vodi kardiovaskularnim oboljenjima. Kod pacijenta sa hipertenzijom 
registrovan je povećan nivo RVK, i smanjena aktivnost antioksidantnih enzima u krvi i 
mononuklearnim leukocitima (99). Kod ovih pacijenta često se javlja slika povećanog 
oksidativnog oštećenja DNK, u poređenju sa osobama sa normalnim pritiskom (99). 
Mononuklearni leukociti izolovani iz hipertenzivnih pacijenata iskazuju povećanu produkciju 
O2
-
 nakon stimulacije angiotenzinom II ili endotelinom-1, u poređenju sa stimulisanim 
ćelijama izolovanim iz normotenzivnih pacijenata (100). Takođe, pacijenti sa 
renovaskularnom hipertenzijom, koji imaju povećanu plazma-reninsku aktivnost i nivo AngII, 
pokazuju sklonost ka povećanju oksidativnog stresa, udruženu sa smanjenom endotel-
zavisnom vazodilatacijom (101). Produkcija RVK u krvnim sudovima takođe je povećana u 
različitim eksperimentalnim modelima hipertenzije, kao što su hipertenzija indukovana AngII 
(102, 103), mineralokortikoidna hipertenzija (104) i renovaskularna hipertenzija (105, 106). 
Iako sve reaktivne vrste kiseonika nastaju nakon redukcije molekularnog kiseonika, 






Superoksidani anjon i hidroksil radikal imaju relativno kratak poluživot. Hidroksil radikal je 
posebno reaktivan i stoga teško može delovati dalje od mesta gde je proizveden. Negativno 
naelektrisanje O2
-
 čini ga nesposobnim da prolazi kroz ćelijske membrane, osim kroz jonske 




OH, i sposoban je da prolazi kroz 
duple lipidne slojeve. Ove različite osobine ukazuju na to da su različite reaktivne vrste 
kisoika sposobne da aktiviraju različite signalne puteve, što može da dovede do suprotnih 
posledica. Odavno je poznato da povećanje nivoa O2
-
 inaktivira vazodilatatorne molekule, 
dovodeći do endotelne disfunkcije i vazokonstrikcije, koja je važan patofiziološki faktor 
mnogih vaskularnih oboljenja, uključujući i hipertenziju (107). Sa druge strane, poznato je da 
se H2O2 ponaša kao vazodilatator u arterijama, kao što su cerebralna, koronarna i 
mezenterična (108, 109, 110). Iz ovih razloga, preuveličavanje uloge oksidativnog stresa, bez 
proučavanja individualnih RVK uključenih u ove procese, može dovesti do davanja 
pojednostavljene slike onogo što se dešava u in vivo uslovima. 
1.3.5 ROS u ishemiji i reperfuziji 
Reperfuziona oštećenja bubrežnog tkiva su povezana sa povećanom produkcijom RVK, 
što je potkrepljeno brojnim dokazima (slika 5). Tokom reperfuzije krvi u bubrege dolazi do 
povećane lipidne peroksidacije, koja je posledica reakcija RVK sa membranskim lipidima 
(39, 111). Sakupljači (engl.-Skavengers) RVK, poput SOD, glutationa i vitamina E, kao i 
nekih inhibitora RVK produkcije, pokazali su protektivan efekat tokom ishemičnih oštećenja 
(41, 112,). Takođe, izlaganje mikrozoma tubulocita, sistemima koji produkuju RVK, dovodi 







Slika 5. Dešavanja u organizmu prilikom ishemičnih povreda. Na slici su prikazani procesi 
nastanka i uklanjanja reaktivnih kiseoničnih vrsta, kao i potencijalni krajnji ishodi prilikom 
ishemičnih povreda. Preuzeto iz (114) 
SOD-superoksid dismutaza; GSSG-oksidovani glutation; GSH-redukovani glutation;GPX-glutation peroksidaza; 
iNOS-inducibilna NO sintaza; MPO-mijeloperoksidaza 
Brojni eksperimenti su pokazali da reaktivne vrste kiseonika mogu dovesti do ozbiljnih 
promena, kao što su lipidna peroksidacija, promena propustljivosti plazma membrane (115), 
promena enzimske aktivnosti i funkcije jonskih pumpi (111), kao i direktno oštećenje 
molekula DNK (116, 117). Takođe, Fliss je 1988. godine pokazao da direktna oksidacija 






 ATP-azu (118). Ipak, značaj 
RVK u ishemičnim oštećenjima bubrega ostaje nedovoljno razjašnjen usled neslaganja 
različitih autora o protektivnom uticaju antioksidanata na reperfuziona oštećenja bubrega 
(119, 120). Paller i saradnici  su 1984. godine pokazali da egzogeno dodata SOD štiti 
ishemični bubreg od reperfuzionih oštećenja (39). Paller je nakon četiri godine pokazao da 






efekat u postishemičnom bubregu pacova, miševa, pasa, zečeva i svinja (121). Međutim, u 
radovima drugih istraživača antioksidant alopurinol se pokazao neefikasnim u modelu akutne 
bubrežne insuficijencije kod pacova (122). Aminokiselina glutation, koja se normalno nalazi u 
tubulocitama, u fiziološkim uslovima neutrališe RVK. Međutim, prilikom ishemije (123), 
nivo glutationa opada i smanjuje se prag osetljivosti ćelija na oksidativni stres (124). Iako je 
dokazan protektivni efekat glutationa, nejasno je da li nivo glutationa opada usled njegovog 
trošenja u oksido redukcionim reakcijama ili zbog smanjenog stvaranja glicina, njegovog 
metabolitičkog prekursora, tokom ishemije i reperfuzije. Kao i u slučaju drugih sakupljača 
RVK, egzogeno davanje glutationa u ishemično reperfuzionim oštećenjima je pokazalo 
dvojake rezultate (125, 126), što je otvorilo potrebu daljeg proučavanja mehanizama njihovog 






2 CILJ ISTRAŽIVANJA 
Budući da je ustanovljeno da sistem renin-angiotenzin-aldosteron i reaktivne vrste 
kiseonika učestvuju u regulaciji krvnog pritiska i bubrežne funkcije postavljeni su ciljevi da se 
ispita: 
 Uticaj sistema renin-angiotenzin-aldosteron na sistemske hemodinamske 
parametre, hemodinamske parametre u karotidnoj i bubrežnoj arteriji, biohemijske 
parametre, kao i histološke promene na bubregu pacova sa urođenom 
hipertenzijom, kojima je izazvana ishemična akutna bubrežna insuficijencija. U tu 
svrhu korišćen je blokator AT1 receptora za angiotenzin II, losartan. 
 Efekat sintetskog mimetika enzima superoksid dismutaze, tempola, na sistemske 
hemodinamske parametre, hemodinamske parametre u karotidnoj i bubrežnoj 
arterij,i biohemijske parametre, kao i i histološke promene na bubregu pacova sa 
urođenom hipertenzijom, kojima je izazvana ishemična akutna bubrežna 







3 MATERIJAL I METODE 
Za potrebe našeg eksperimenta koristili smo pacove sa urođenom hipertenzijom (engl.- 
SHR-Spontaneously hypertensive rat) odgajane u Institutu za medicinska istraživanja, 
Univerziteta u Beogradu. Ovi pacovi predstavljaju potomke pacova uzgajanih na Taconic 
Farme, Germantown, NY, USA (pacovi soja Okamoto-Aoki). Životinje su bile prosečne 
telesne mase od oko 300g, hranjene su standardnom hranom za laboratorijske životinje 
(Veterinarski zavod Subotica, Srbija) i imale su slobodan pristup vodi. Svi eksprimenti na 
životinjama su izvođeni u skladu sa Zakonom o dobrobiti životinja („Službeni glasnik RS“ br. 
41/09) i lokalnim pravilnikom instituta o upotrebi i čuvanju eksperimentalnih životinja, uz 
odobrenje etičkog komiteta Instituta za medicinska istraživanja (br 0148.1/10) 
3.1.1 Eksperimentalni protokol i model akutne bubrežne insuficijencije 
Životinjama je utvrđivana hipertenzija indirektnim merenjem krvnog pritiska na uređaju 
Physiograp Four (Narco Bio Systems Inc. Houston, TX, USA). Nakon toga, životinje sa 
potvrđenom hipertenzijom su uključivane u eksperiment i deljene u četiri grupe: 
 grupa lažno operisanih pacova (SHAM); 
 grupa kojoj je indukovana akutna bubrežna insuficijencija (ABI); 
 grupa životinja koje su dobijale infuziju losartana u toku i posle ABI 
(ABI+LOS); 
  grupa životinja koje su dobijale infuziju tempola za vreme i posle ABI 
(ABI+TEMP); 
Životinje su zatim anestezirane primenom anestetika natrijum-pentabarbitala (Nembutal), 
koji je davan intraperitonealno u dozi od 35mg/kg telesne mase. 
Pacovima je urađena laparatomija abdominalnom incizijom. Hirurškim putem uklonjen je 
desni bubreg, a  leva bubrežna arterija je klemovana netraumatskom klemom, u trajanju od 40 
minuta, čime je izazvana akutna bubrežna insuficijencija ishemičnog tipa. 
Lažno operisanim životinjama je uređena identična hirurška priprema, ali bez klemovanja 






Životinjama je preparovana i pomoću polietilenskog katetra (PE–50, Clay-Adams 
Parsippany, NY, USA) kanulirana desna femoralna vena. Preko ovog katetra vršena je 
infuzija, koja je otpočinjala 5 min. pre uklanjanja netraumatske kleme i trajala narednih 175 
min. Davane su sledeće supstance: 
 Losartan (Antagonist angiotenzin II tip1 receptora), (Du Pont, Wilmington, DE, 
USA) 10mg/kg t.m., rastvoren u 4 ml fiziološkog rastvora  
 Tempol (4-Hidroksi-2,2,6,6-tetrametilpiperidin-1-15N-oxyl) mimetik enzima 
superoksid dismutaze Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA) 40mg/kg/h t.m., 
rastvoren u 4 ml fiziološkog rastvora  
Kontrolne grupe SHAM i ABI primale su infuziju 4 ml fiziološkog rastvora. 
Odmah nakon završenog tretmana životinje su hirurški obrađene i smeštane pojedinačno 
u metaboličke kaveze, radi kolekcije 24 časovnog urina i određivanja diureze koja je 
izražavana u ml/24h/kg telesne mase. 
3.1.2 Merenje hemodinamskih parametara 24 časa nakon reperfuzije 
Nakon 24 časa provedenih u metaboličkom kavezu životinjama su rađena hemodinamska 
merenja. Životinje su ponovo anestezirane, a zatim su im na isti način preparovane i pomoću 
polietilenskog katetra kanulirane leve femoralne arterije. Kateter iz leve femoralne arterije je, 
preko elektro-mehaničkog pretvarača, povezivan za uređaj Cardiomax III (Columbus
 
Instruments, OH, USA). Životinje su ostavljane da se odmore od hirurških zahvata 20 minuta. 
Nakon toga registrovan im je srednji arterijski pritisak (SAP) i frekvenca srčanog rada (FS) na 
gore pomenutom uređaju. 
Minutni volumen srca (MVS) je određivan termodilucionom metodom na uređaju 
Cardiomax III. Polietilenskim katetrom ispunjenim fiziološkim rastvorom sa heparinom, 
kanulirana je desna jugularna vena. Preparovana je leva karotidna arterija i u nju je ubacivan 
termo-senzor za merenje temperature tela, dok je drugi termo-senzor u posudi merio 
temperaturu hladnog fiziološkog rastvora, koji je ujedno korišćen i za infuziju preko jugularne 
vene. Oba senzora bila su povezivana sa Cardiomax III uređajem. Preko katetera u jugularnoj 
veni, naglo je ubrizgavan hladan fiziološki rastvor temperature od 7-10 
o






minutnog volumena srca (ml/min/kg) očitavana je pomoću odgovarajućeg programa. Ukupni 
periferni vaskularni otpor (UPO) izračunavan je iz vrednosti SAP i MVS prema formuli: 
SAP/MVS=UPO (UPO izražen u mmHg  min kg/ml) 
Za merenje protoka krvi kroz vaskularna korita, karotidna i leva bubrežna arterija su 
pažljivo preparovane. Ultrazvučna sonda unutrašnjeg dijametra od 1 mm (1RB) je stavljana 
oko arterija i povezivana sa registratorom protoka (Transonic System Inc., Ithaca, NY, USA). 
Protok krvi je izražavan u ml/min/kg telesne mase. Vaskularni otpor kroz karotidnu i 
bubrežnu arteriju, izračunavan je deljenjem SAP u trenutku merenja protoka, sa 
odgovarajućim protokom kroz krvni sud. Vaskularni otpor izražavan je u mmHg min kg/ml. 
3.1.3 Određivanje biohemijskih parametara 
Posle završenih hemodinamskih merenja, iz račve abdominalne aorte uzimana je krv koja 
je potom korišćena za određivanje biohemijskih parametara. Kao antikoagulant korišćen je 
litijum heparin u koncentraciji 120 µg/ml krvi. Sakupljena krv centrifugirana je na 4000 
obrtaja (ultracentrifuga Heraeus Megafuge 1.0 R) u trajanju od 20 minuta, nakon čega je 
odvajana plazma. Ovako dobijen uzorak plazme čuvan je na -20 
0
C do momenta analize. 
Istaloženi eritrociti su resuspendovani i još tri puta isprani fiziološkim rastvorom uz 
centrifugiranje u trajanju od 10 minuta na 2000 obrtaja po minuti, a zatim zamrzavani na -80 
0
C. Iz plazme dobijene na prethodno opisan način određivani su sledeći biohemijski 
parametri: 
 Koncentracija kreatinina - Kreatinin Jaffe metodom pomoću komercijalnog 
kita (Creatinine Jaffe Gen.2; Roche Diagnostics, Germany); 
  Koncentracija uree - spektrofotometrijskom metodom pomoću komercijalnog 
kita ( UREA/BUN, UREAL; Roche Diagnostics, Germany) 
 Koncentracija proteina - kolorimetrijskom analizom pomoću komercijalnog 
testa TP2 (Total Protein Gen.2; Roche Diagnostics, Germany) 
 Koncentracija neorganskog fosfata - spektrofotometrijskom metodom pomoću 
komercijalnog kita PHOS2 (Phosphate (Inorganic) ver.2; Roche Diagnostics, Germany) 
  Koncentracija holesterola - kolorimetrijskom analizom uz pomoć 






 Određivanje koncentracije HDL holesterola - kolorimetrijskom analizom uz 
pomoć komercijalnog testa HDLC3 (Cholesterol+ Gen.3; Roche) 
 Koncentracija triglicerida - kolorimetrijom uz pomoć komercijalnog testa 
TRIGL (triglycerides; Roche Diagnostics, Germany) 
Svi ovi biohemijski parametri očitavani su na automatskom analizatoru COBAS 
INTEGRA 400 plus (Hoffmann-La Roche, Germany). 
Koncentracija LDL holesterola dobijana je preračunavanjem iz Friedewald-ove jednačine 
(127): 
L ≈ C –H – kT 
H- HDL holesterol; C- ukupni holesterol; L- LDL holesterol; T- trigliceridi; k- konstanta 
vrednosti 0,2. 
3.1.4 Određivanje aktivnosti enzima antioksidativne zaštite u eritrocitima 
Od uzoraka eritrocita, mešanih u zapreminskom odnosu 1:3 sa hladnom vodom, 
pripreman je lizat koji je sledećih 30 minuta stajao na ledu. Za potrebe određivanja aktivnosti 
enzima prvo je iz lizata merena količina hemoglobina. Zatim u zavisnosti od analize, lizat je 
razblaživan, i u njemu određivana aktivnost enzima antioksidativne zaštite superoksid 
dismutaze (SOD), glutation peroksidaze (GSH-Px), katalaze (CAT), glutation reduktaze (GR).  
3.1.4.1 Određivanje hemoglobina metodom Drabkina i Austina 
Određivanje koncentracije hemoglobina (Hb) u lizatu krvi vršena je metodom Drabkina i 
Austina (128). Drapkinov reagens dobijan mešanjem 132mg K3Fe(CN)6 (Potassium 
ferricyanide(III), Sigma Chemicals), 130.4mg KCN (Potassium cianide, Fluka), 20ml 0.5 M 
fosfatnog pufera i vode do 100ml. 
U 5 ml Drapkinovog reagensa dodavano je 20 μl lizata krvi, mešano je na „vorteksu“ i 
nakon 15 min. u mraku merena apsorbanca na spektrofotometru (Ultrospec 3300 pro, 
Amersham, Biosciences) na talasnoj dužini 545 nm prema vodi kao nuli. Koncentracija 






[C] = A545 x 36.77 
3.1.4.2 Određivanje aktivnosti superoksid dismutaze (SOD) 
Aktivnost SOD određivana je indirektnom metodom, koja se zasniva na smanjenju brzine 
redukcije citohroma c (129). Prethodno dobijeni lizat eritrocita dodatno je razblaživan 
dodavanjem 1 ml etanola (Etil-alkohol, CH3CH2OH, Mr 46.068, Zorka Šabac) i 0.6 ml 
hloroforma (Chloroform, Mr 119.38, Hemica). Etanol i hloroform su dodavani hladni, uz 
neprestano mešanje na vorteksu. Zatim je lizat centrifugiran 15 minuta na 3000 RPM. 
Odvajan je supernatant u kome je određivana aktivnost enzima. 
Reagensi korišćeni za određivanje aktivnosti SOD su Na2CO3, (ICN Galenika), EDTA 
pufer pH 10.2 i adrenalin (epinephrine C9H13NO3, Mr 183.2 , Sigma, Chemicals) rastvaran u 
0.1 N HCl do podešavanja ΔA/min na 0.020-0.022. U staklenu kivetu sipan je karbonatni 
pufer, uzorak u količini da redukuje linearni deo krive autooksidacije adrenalina 30-40% i 
adrenalin u količini da ΔA/min tokom autooksidacije u linearnom delu bude 0.02-0.022. Radi 
određivanja aktivnosti SOD praćen je ΔA/min na 480 nm, do završetka linearnosti krive. 
Aktivnost SOD izražavana je u jedinicama SOD aktivnosti po gramu hemoglobina (U/gHb, 
specifična aktivnost). Izračunavanje aktivnosti je vršeno po sledećoj jednačini: 
SOD (U/g Hg) = 2 (ΔK- ΔA) xRx100/HbxVx ΔK 
ΔK - promena apsorbance slepe probe 
ΔA - promena apsorbance uzorka 
Hb - količina hemoglobina (g/100 ml) 
V - zapremina uzorka sipana u reakcionu smešu (ml) 
R - razblaženje 
3.1.4.3 Određivanje aktivnosti katalaze (CAT) 
Aktivnost CAT u lizatu krvi određivana je po metodi Beutlera (130). Metoda se sastoji u 
spektrofotometrijskom praćenju brzine razgradnje vodonik peroksida u prisustvu CAT na 230 






vršeno je u TRIS, EDTA puferu pH 8.0 (TRIS hidrokxymethil aminomethane C4H11NO3  
Mr 121.1 Sigma Chemicals; EDTA). Rastvor vodonik-peroksida pravljen je od 30% vodenog 
rastvora H2O2 (vodonik peroksid, H2O2 , Mr 34.01, Hemos) tako da je apsorbanca od 230 nm 
podešavana na vrednost 0.860  
Određivanje koncentracije vodonik peroksida vršeno je na sledeći način: u kvarcnu 
kivetu naliveno je 50 μl pufera, uzorak u količini da A/min bude 0.03-0.06 i 1 ml rastvora 
H2O2. Na spektrofotometru je praćena promena apsorbance svakih 30 sec, tokom 3 minuta na 
230 nm. Koncentracija vodonik peroksida izračunavana je na osnovu ekstinkcionog 
koeficijenta, koji za H2O2 na 230 nm iznosi 0.071, po formuli: 
CAT=100xRxA/HbxVx0.071 
ΔA - promena absorbance u minuti, 
R – razblaženje, 
V - zapremina uzorka koji je sipan u reakcionu smešu (ml), 
Hb - količina hemoglobina (g/ 100 ml ). 
Jedinice μmol H2O2 /min/gHb 
3.1.4.4 Određivanje aktivnosti glutation-peroksidaze (GSH-Px) 
Aktivnost GSH-Px peroksidaze određivana je po metodi Paglia i Valentine (131). Metoda 
se zasniva na sledećoj reakciji: 
 GSH-Px      GR 
2GSH+H2O2    H2O+GSSG    2GSH 
  NADPH+H
+
     NADP
+ 
Ovom metodom je praćena potrošnja NADPH, odnosno oksidacija NADPH uz GR na 
340 nm. Ova indirektna metoda koja meri promenu proizvoda reakcije pokazala se veoma 
produktivnom u poređenju s drugim metodama određivanja GSH-Px aktivnosti. Neophodni 
rastvori potrebni za ovu reakciju su: 0.5 M Fosfatni pufer pH 7.0; 0.2mM NADPH u 1% 
NaHCO3; 1mM GSH (L-Glutathione reduced; Sigma, Chemicals); 0.03M t-butilhidroperoksid 






reagens; GR glutation reduktaza (Glutathione Reductase from baker's yeast (S. cerevisiae) 
Sigma, Chemicals) (TYPE II) spec. akt. 105 IU/mg proteina.  
U staklenu kivetu naliveno je 1.6 ml vode, 0.3 ml rastvora GSH, 0.6 ml rastvora NADPH, 
0.3ml fosfatnog pufera, 0.1 ml t-butilhidroperoksida, 50μl Drapkinovog reagensa i oko 50μl 
uzorka. Reakcija je otpočinjana dodavanjem 5μl GR, uporedo su rađeni kontrolni uzorci u 
kojima su sipani svi reagensi osim uzorka, na temperaturi 37
o
C. 
U trajanju od 150 sekundi apsorpcija je očitavana na 340 nm. Aktivnost GSH-Px 
izračunava se na sledeći način: 
GSH-Px = (A-B) x 1000/6.22x0.835xHb 
ΔA - promena apsorbance/min za uzorak, 
ΔB - promena apsorbance/min za blank, 
Hb - količina hemoglobina (g/ 100 ml) 
6.22-molarna ekstincija 
1/0.833-koeficjent 
Aktivnost je izražavana u μmol NADPH/min/g Hb 
3.1.4.5 Određivanje aktivnosti glutation-reduktaze (GR) 
Određivanje aktivnosti GR rađeno je po metodi Glatzle i saradnika iz 1974. godine (132). 
Metoda se zasniva na praćenju oksidacije NADPH na 340 nm, u reakciji u kojoj enzim 
prevodi oksidovani u redukovani glutation. 
       GR 
NADPH + H
+
 + GSSG      NADP+ + 2GSH 
Reagensi potrebni za ovu reakciju bili su 0.5M fosfatni puffer pH 7.4; 0.5mM EDTA; 
2mM GSSG (L-Glutathione oxidized; Sigma, Chemicals); 0.1mM NADPH. U 
spektrofotometrijsku kivetu sipano je 0.6 ml fosfatnog pufera, 0.1 ml GSSG, 0.1 ml uzorka i 
vode do 3 ml. Reakcija je otpočinjana dodavanjem 0.1 ml NADPH, na optimalnoj temperaturi 
od 37 
o
C. Praćena je promena apsorbance u toku 3 minuta, na 340 nm, a aktivnost 









ΔA - promena absorbance/minutu u uzorku 
ΔB - promena absorbance/minutu u kontrolnom uzorku, 
V- zapremina uzorka (ml), 
Hb - količina hemoglobina (g/ 100 ml) 
6.22 - molarna ekstincija 
Aktivnost je izražena u μmol NADPH/min/g Hb 
3.1.5 Određivanje stepena lipidne peroksidacije 
Za određivanje stepena lipidne peroksidacije merena je koncentracija reaktivnih supstanci 
tiobarbituratne kiseline (Thiobarbituric acid reactive substances; TBARS) u plazmi. TBARS 
je određivana po metodi Ohkawa i saradnika iz 1979. godine (133)  
Uzorcima plazme kojima je dodavana TCA (tri-hlor-sirćetna kiselina, Zorka Šabac) u 
odnosu 1:2, inkubirani su na ledu 10 minuta, a zatim centrifugirani 4 minuta na 15 000 RPM. 
Nakon dodavanja TBA (tiobarbiturna kiselina Merck Mw 144.15g) u odnosu 1:4, uzorci su 
mućkani i inkubirani 15 minuta na 100
o
C u vodenom kupatilu.  
Absorbanca je merena na 530 nm, u odnosu na blank (za blank je korišćena voda). 
C µmol/ml =0.012*5*1000 (A-B) 
A-apsorbanca uzorka; B- apsorbanca blanka 
3.1.6 Histopatološke studije  
Za određivanje anatomsko-patoloških promena korišćena je svetlosna mikroskopija. 
Analiza promena nastalih nakon razvoja ABI praćena je na levom bubregu pacova. Nakon 
odstranjivanja levi bubreg je potapan u 10% rastvora formalina, dehidriran u seriji alkohola, 
kalupljen u parafinskom bloku i sečen na mikrotomu, time su dobijeni preseci debljine 5 µm, 
koji su zatim bojeni po PAS metodi (engl.-Periodic Acid–Schiff reaction). PAS metoda 






tkivima. Usled ishemičnog oštećenja dolazi do ljuštenja epitelnih ćelija tubula unutar lumena, 
koje u sabirnim kanalićima bubrega formiraju cilindre obojene izrazito ružičastom bojom 
(PAS pozitivni cilindri).  
Promene na tubulima bubrega su bodovane po sledećem principu: 0 = normalne 
tubulocite, + = gubitak luminalne membrane ili četkastog pokrova, ++ = bubrenje i prisustvo 
vakuala sa transformisanim sadržajem u citoplazmi tubulocita, +++ = odvajanje ćelije od 
bazalne membrane i ++++ = kao kod +++ sa ogoljenom bazalnom membranom.  
Opsežnost promena kao što su nakupljanje eritrocita u glomerulima, peritubularnim 
kapilarima i međurenalnim venama, ocenjivano je na skali od + do +++ po Mandalovoj 
klasifikaciji (134). Dilatacija tubula, prisustvo cilindra, infiltracijа mononuklearnim 
leukocitima i edem intersticijuma ocenjivani su kao 1, a odsustvo sa 0. Skup svih ovih 
promena predstavljao je histopatološki zbir koji je poređen između grupa.  
3.1.7 Statistička obrada rezultata 
Rezultati su prikazivani kao srednja vrednost sa standardnom greškom srednje vrednosti. 
Vrednost p < 0.05 smatrana je značajnom. Za obradu rezultata korišćen je jednostrani 
Studentov t-test za dva uzorka jednake varijanse (Microsoft Exel 2010 ). Ovim testom vršeno 







Parametri prikazani u tabelama i grafikonima su određivani 24 časa nakon izazivanja 
ABI. 
4.1.1 Hemodinamski parametri 
Hemodinamski parametri srednji arterijski pritisak (SAP), frekvencija rada srca (FS), 
minutni volumen srca (MVS), ukupni periferni otpor (UPO), protok krvi kroz karotidne 
arterije (KPK) otpor protoku krvi kroz karotidne arterije (KVO), protok krvi kroz bubrežne 
arterije (BPK) i otpor protoku krvi kroz bubrežne arterije (BVO) mereni su 24h nakon 
izazivanja ABI. 
Na slici 6. prikazan je uticaj blokatora AT1 receptora za AngII i SOD mimetika na SAP i 
FS kod pacova sa ABI. Kako se na slici može videti, SAP je bio značajno snižen kod grupe sa 
ABI u odnosu na lažno operisane životinje (ABI vs. SHAM p < 0.001), kao i kod obe tretirane 
grupe u odnosu na grupu sa ABI (ABI+LOS vs. ABI, p < 0.001; ABI+TEMP, vs. ABI, p < 
0.001). FS bila je značajno snižena samo kod pacova tretiranih tempolom u poređenju sa 
grupom kod kojih je izazvana ABI (ABI+TEM vs. ABI, p < 0,05). 
U poređenju sa grupom pacova kod kojih je izazvana ABI, kod grupe tretirane tempolom 
postoji statistički značajno povećanje u minutnom volumenu srca (ABI+TEMP vs. ABI, p < 
0.05). UPO je statistički značajno smanjen kod grupe tretirane tempolom u odnosu na grupu 
sa ABI (ABI+TEMP, vs. ABI, p < 0.05). (slika 7). 
Iako nije ustanovljena statistički značajna promena u KPK između eksperimentalnih 
grupa, na slici 8. prikazano je da je KVO bio značajno niži kod grupe sa ABI u poređenju sa 
lažno operisanim životinjama (ABI vs. SHAM, p < 0.05). 
Kao što je bilo očekivano indukcija ABI značajno je povećala otpor (ABI vs. SHAM, p< 
0.01) i smanjila protok krvi kroz bubrežne arterije u poređenju sa lažno operisanim 
životinjama (ABI vs. SHAM p < 0.01). Tretman losartanom značajno je povećao BPK u 
odnosu na grupu sa ABI (ABI+LOS vs. ABI, p < 0.01). Tretman losartanom, kao i tempolom, 
doveo je do značajnog sniženja BVO u odnosu na grupu sa ABI (ABI+LOS vs. ABI, p < 
















































































Slika 6.  Srednji arterijski pritisak i frekvencu rada srca kod eksperimentalnih grupa pacova sa urođenom hiperenzijom 24 časa 
nakon reperfuzije. 
***p< 0.001 prema SHAM;
 #
 p< 0.05; 
###








































































































































































































Slika 8 Protok krvi kroz karotidnu arteriju i otpor protoku krvi kroz karotidnu arteriju kod eksperimentalnih grupa pacova sa 
urođenom hipertenzijom 24 časa nakon reperfuzije. 














































































































Slika 9.  Protok krvi kroz bubrežnu arteriju i otpor protoku krvi kroz bubrežnu arteriju kod eksperimentalnih grupa pacova sa 
urođenom hiperenzijom 24 časa nakon reperfuzije 
**p< 0.01 prema SHAM;
 #
 p< 0.05; 
##
 p< 0.01; 
###






4.1.2 Biohemijski parametri 
U sledećoj seriji analiza mereni su biohemijski parametri. U plazmi su mereni kreatinin 
(PCr), urea (PUr), ukupni poteini (PTp), neorganski fosfati (PPhos), trigliceridi (Trig), ukupni 
holesterol (Chol), HDL holesterol (HDL) i LDL holesterol (LDL), a kolekcijom urina u toku 24h 
nakon izazivanja ishemije određivali smo diurezu.  
Na slici 10. su prikazane promene bihohemijskih pokazatelja bubrežne funkcije kreatina, 
uree i fosfata u plazmi. Kod grupe kod koje je izazivana ABI dolazilo je do značajnog skoka 
kreatinina u plazmi u odnosu na lažno operisane životinje (ABI vs. SHAM p < 0.001). Tretman 
losartanom statistički značajno je smanjio nivo PCr (ABI+LOS vs. ABI, p < 0.001), dok tretman 
tempolom nije menjao ovaj parametar u poređenju sa životinjama sa ABI. 
Na sličan način došlo je i do promene sledećeg ispitivanog parametra, koncentracije uree u 
plazmi. ABI je dovela do značajnog povećanja uree u plazmi (PUr) u odnosu na lažno operisane 
životinje (ABI vs. SHAM p < 0.001). Tretman losartanom značajno snižava Pu u odnosu na 
grupu sa ABI (ABI+LOS vs. ABI, p < 0.001). 
Izazivanje ABI dovelo je do značajne hiperfosfatemije u odnosu na lažno operisane životinje 
(ABI vs. SHAM p < 0.001). Tretman losartanom vratio je koncentraciju Pphos na nivo zabeležen 
kod lažno operisanih životinja, i značajno snizio Pphos u odnosu na grupu sa ABI (ABI+LOS vs. 
ABI, p< 0.001). Međutim, nakon tretmana tempolom ovaj parametar ostao je povišen i sličnih 
vrednosti kao kod grupe sa indukovanom ABI.  
Lipidni status, prikazan na slikama 11. i 12., nije ukazao na promene u nivou ukupnog 
holesterola, HDL holesterola i triglicerida između eksperimentalnih grupa, međutim LDL 
holesterol je bio povećan kod SHR sa ABI u poređenju sa grupom lažno operisanih životinja 
(ABI vs. SHAM p < 0.05). Tretman losartanom je doveo jedino do značajnog povećanja HDL 







Koncentracija proteina u krvi nije se menjala nakon indukcije ABI, ali nakon tretmana 
losartanom PTp je bio značajno uvećan u odnosu na grupu sa ABI (ABI+LOS vs. ABI, p < 0.01) 
(slika 13.) 


































































































Slika 10. Koncentracije kreatinina, uree i neorganskog fosfata u plazmi kod eksperimentalnih grupa pacova sa urođenom 
hiperenzijom 24 časa nakon reperfuzije. 
***p< 0.001 prema SHAM; 
###































































Slika 11. Koncentracije ukupnog holesterola i triglicerida u plazmi kod eksperimentalnih grupa pacova sa urođenom 
































































Slika 12. Koncentracije HDL i LDL holestrola u plazmi kod eksperimentalnih grupa pacova sa urođenom hiperenzijom 24 časa 
nakon reperfuzije. 
*p< 0.05 prema SHAM; 
##






























































Slika 13. Koncentracija ukupnih proteina u plazmi i diureza kod eksperimentalnih grupa pacova sa urođenom hiperenzijom 24 časa 
nakon reperfuzije 
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4.1.3 Oksidativni stres 
Radi analize stepena oksidativnog stresa merena je aktivnost superoksid dismutaze (SOD), 
katalaze (CAT), glutation reduktaze (GR), glutation peroksidaze (GSH-Px), a stepen lipidne 
peroksidacije procenjivan je preko koncentracije reaktivnih supstanci tiobarbituratne kiseline 
(TBARS) u plazmi.  
Na slici 14. možemo videti da tretman tempolom i losartanom značajno povećava aktivnost 
enzima katalaze u odnosu na grupu sa ABI (ABI+LOS vs. ABI, p< 0.05; ABI+TEMP vs. ABI, p 
< 0.05). Međutim kod ostalih enzima antioksidativne zaštite čiju smo aktivnost merili, SOD, 
GSH-Px i GR, nije došlo do promene aktivnosti u poređenju između grupa (slika 15.).  
Kod pacova sa ABI došlo je do značajnog povećanja lipidne peroksidacije u poređenju sa 
lažno operisanim životinjama (ABI vs. SHAM; p < 0.01). Tretmani tempolom, kao i losartanom, 
značajno su snizili TBARS u poređenju sa vrednošću dobijenom kod pacova kojima je 






















































Slika 14. Aktivnost katalaze u plazmi kod eksperimentalnih grupa pacova sa urođenom hipertenzijom 24 časa nakon reperfuzije 
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Slika 16. Koncentracije reaktivnih supstanci tiobarbituratne kiseline (TBARS) u plazmi kod eksperimentalnih grupa pacova sa 
urođenom hipertenzijom 24 časa nakon reperfuzije.  
**p< 0.01 prema SHAM; 
##






4.1.4 Histopatološki parametri 
Poslednjom grupom analiza ispitali smo morfološke promene tkiva bubrega i ustanovili da 
postoje značajne razlike između eksperimentalnih grupa životinja. 
Na slici 17. prikazan je normalni izgled glomerula, intersticijuma, tubula i krvnih sudova 
lažno operisanih životinja. Samo u nekoliko bubrega je primećen manji broj PAS pozitivnih 
cilindara u lumenu tubula. 
Bubrezi životinja sa ABI su pokazali dilataciju pojedinih segmenata proksimalnih i distalnih 
tubula, sa ili bez gubitka četkastog pokrova. Najuočljivije promene su prisutne u kortiko-
medularnoj zoni gde se uočavaju široka polja nekroze tubula i veliki broj PAS pozitivnih 
cilindara u sabirnim kanalićima. Intenzitet intersticijalnog edema u ovoj grupi varira od uzorka 
do uzorka (slika 18.) 
U grupi životinja sa ABI, koje su primale losartan, primećuju se mnogo manja oštećena u 
poređenju sa bubrezima životinja sa ABI. Dilatacija tubula je manja ili čak odsutna u nekim 
uzorcima bubrega. U kortiko-medularnoj zoni, nekroza tubula je smanjena, pa su i polja infarkta 
manje veličine. Edem intersticijuma se retko primećuje. Pored toga, manji je i broj cilindara u 
meduli bubrega (Slika 19.) 
Sa druge strane, većina uzoraka bubrega životinja tretiranih tempolom skoro da je potpuno 
identična grupi sa ABI. Samo u nekoliko uzoraka je uočena nešto manja nekroza tubula i manji 
broj cilindara. Glomeruli i krvni sudovi isti su kao kod lažno operisanih životinja. U pojedinim 
uzorcima uočena je nešto manja dilatacija distalnih tubula u odnosu na grupu sa ABI (slika 20.). 
Zbir histopatoloških promena pokazuje da grupa kojoj je izazivana ABI, ima značajno 
povećano oštećenje bubrega u poređenju sa lažno operisanim životinjama (ABI vs. SHAM, p < 
0.001). Tretman losartanom značajno poboljšava morfološku strukturu bubrega u poređenju sa 







Slika 17. Morfološka slika bubrega lažno operisanog pacova (SHAM ) sa urođenom hipertenzijom. Glomeruli, intersticijum i tubuli sa 







Slika 18. Morfološka slika bubrega pacova  sa urođenom hipertenzijom kod koga je izazvana ABI. Izražena je dilatacija proksimalnih 








Slika 19. Morfološka slika bubrega pacova sa urođenom hipertenzijom i ABI tretiranog losartanom. Manje izražene promene na 







Slika 20. Morfološka slika bubrega pacova sa urođenom hipertenzijom i ABI tretiranog tempolom. Promene strukture bubrega kod 
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Slika 21. Zbir histopatoloških promena kod eksperimentalnih grupa 24 časa nakon reperfuzije. 
***p< 0.001 prema SHAM; 
###







U prikazanoj studiji ispitivana je uloga angiotenzina II, kao i reaktivnih vrsta kiseonika kod 
pacova sa urođenom hipertenzijom u modelu ABI. Značajnost njihove uloge je procenjivana na 
osnovu hemodinamskih, biohemijskih, histoloških parametara, kao i aktivnosti enzima 
antioksidativne zaštite. 
Dobijeni hemodinamski rezultati ukazuju da nastanak ABI dovodi do smanjenja srednjeg 
arterijskog pritiska kod SHR, kao i blagog sniženja frekvence rada srca. Sličan rezultat dobili su 
Bowmer i saradnici 1983. godine u modelu glicerolom indukovane akutne bubrežne 
insuficijencije (135). Po ovim autorima, do smanjenja FS i SAP dolazi usled uticaja visoke 
uremije, jednog od markera ABI, na autonomni nervni sistem, kao i na smanjenje osetljivosti α1 
adrenoreceptora na noradrenalin. Ovim se može objasniti pad frekvence srca u našim 
eksperimentalnim grupama sa ABI, jer je u ovim grupama takođe došlo do naglog skoka uree u 
plazmi nakon izazivanja ABI. Sa druge strane, sniženje srednjeg arterijskog pritiska kod 
životinja sa ABI, najverovatnije je posledica relaksacije u perifernoj cirkulaciji. Naime, ovaj pad 
pritiska nije bio praćen promenom minutnog volumena srca, niti povećanjem diureze. 
Losartan je jedan od komercijalnih antihipertenzivnih lekova iz klase blokatora AT1 
receptora za AngII. Kawano Y i saradnici (1994. god.) i Eduardo Nunez i saradnici (1997. god.) 
su pokazali da hroničan tretman losartanom kod pacova sa urođenom hipertenzijom dovodi do 
značajnog pada SAP (136, 137). Sa druge strane, Schiffrin i saradnici, 1984. godine, su pokazali 
da je koncentracija Ang II, kao i gustina receptora za Ang II u mezenteričnoj arteriji značajno 
veća kod SHR u poređenju sa njihovim normotenzivnim srodnicima (138). Takođe, Satoch i 
saradnici, 2001. godine, su pokazali da je u in vitro uslovima nivo AngII u glatkim vaskularnim 
mišićnim ćelijama, izolovanim iz SHR, značajno veći u poređenju sa istim ćelijama izolovanim 
iz WKY (139). U našem modelu ABI u eksperimentalnoj hipertenziji, akutna primena losartana, 
u dozi od 10mg/kg tokom tri sata, dovela je do značajnog sniženja SAP, na osnovu čega se 
nameće pretpostavka da renin-angiotenzin-aldosteron sistem aktivno učestvuje u porastu krvnog 
pritiska i nakon izazivanja ABI kod SHR. Ukupni periferni otpor i minutni volumen srca nisu bili 
značajno promenjeni kod ove grupe pacova. Izraženo sistemsko vazorelaksantno dejstvo 






Brojne studije su, takođe, pokazale da inhibicija RVK značajno snižava SAP kod SHR (140, 
141, 142). Nishiyama i saradnici, 2001. godine, pokazali su u modelu Ang II-indukovane 
hipertenzije da uklanjanje O2
-
 dovodi do značajnog pada SAP i UPO (143). Druga istraživanja su 
pokazala da u patogenezi hipertenzije postoji dosta dokaza koji ukazuju na ulogu RVK, posebno 
O2
-
, koji nastaje aktivnošću NAD(P)H oksidaze. U modelu Ang II-indukovane hipertenzije kod 
pacova, pokazano je da dolazi do povećanja ekspresije i aktivnosti podjedinica NADPH oksidaze 
(103, 144), dok dodavanje inhibitora NADP(H) oksidaze smanjuje vaskularnu produkciju O2
-
 i 
ublažava povećanje krvnog pritiska uzrokovanog Ang II (145). Kod genetski modifikovanih 
miševa, kojima nedostaje citosolna podjedinica p47phox, hipertenzivni odgovor na AngII je 
nedovoljno izražen i ove životinje ne pokazuju ista povećanja O2
-
 produkcije i endotelne 
disfunkcije, koje su uočene kod normalnih miševa nakon infuzije AngII (146, 147). Dobijeni 
rezultati u našem eksperimentu ukazuju da, u modelu ABI udružene sa hipertenzijom, akutni 
tretman tempolom, takođe, značajno snižava SAP, frekvencu rada srca i ukupni periferni otpor, 
što je bilo praćeno povećanjem minutnog volumena srca. Ovi rezultati u saglasnosti su sa 
prethodno navedenim studijama (140-143). 
Dobro je poznato, iz ranijih studija, da je intrarenalna vazokonstrikcija jedan od glavnih 
faktora nastanka i održanja ABI (1). Upravo ovaj mehanizam bio je odgovoran i za povećanje 
otpora protoku krvi (BVO) i smanjenje protoka krvi kroz bubrežnu arteriju (BPK), u našem 
modelu ABI u hipertenziji. Tretman losartanom u potpunosti potire posledice ABI na bubrežnu 
hemodinamiku. Miloradović i saradnici, 2007. godine, pokazali su da losartan (10mg/kg t.m.) 
značajno povećava BPK u uslovima umerenog nedostatka NO kod postishemičnih Wistar pacova 
(148). Iako smo prikazanu studiju uradili na drugom eksperimentalnom modelu, naši rezultati su 
delom u saglasnosti sa prethodno navedenim, uzevši u obzir da su mnoge studije pokazale da kod 
SHR dolazi do disfunkcije u produkciji NO i ekspresiji eNOS (149). Sa druge strane, Jerkić i 
saradnici, 2004. godine, su pokazali da ista doza losartana nema značajnog uticaja na 
intrarenalnu hemodinamiku i funkcionalne parametre bubrega kod Wistar pacova 45 minuta 
nakon renalne ishemije (150). Lopau i saradnici, 2001. godine, pokazali su da 40 minuta nakon 
klemovanja obe bubrežne arterije kod ženki Sprague-Dawley, infuzija valsartana-blokatora tip 1 
receptora za AngII dovodi do značajnog povećanja BPK (151). Opšte posmatrano, naši rezultati, 






angiotenzin II različito deluju na renalnu hemodinamiku u zavisnosti od stepena bubrežnog 
oštećenja i nivoa endotelne disfunkcije, kao i korišćenog soja životinja (151). 
Schnackenber i saradnici, 1994. godine, su pokazali da davanje bolusa tempola u 
koncentraciji od 12.4 mg/kg t.m. ne dovodi do značajne promene BPK, ali značajno snižava 
BVO kod SHR u odnosu na kontrolnu grupu (140). Ovi rezultati su slični našim, dobijenim u 
grupi životinja tretiranih tempolom, što nas navodi na zaključak da uklanjanje RVK iskazuje 
izvestan povoljan efekat na bubrežnu hemodinamiku u ovim eksperimentalnim uslovima. 
Richelieu i saradnici, 2005. godine, u svojoj eksperimentalnoj studiji davali su pacovima sa 
urođenom hipertenzijom rastvor tempola u vodi ad libitum u koncentraciji od 1mM, 15 dana pre 
žrtvovanja, i ustanovili značajno niži otpor protoku krvi kroz bubrežnu arteriju u odnosu na 
kontrolnu grupu životinja (152). Majid i Kopkan (2007. god.), pokazali su da u slučaju 
povećanog oksidativnog stresa tempol može dovesti do poboljšanja protoka krvi kroz bubrežnu 
arteriju, kod pacova kod kojih je hipertenzija izazvana aplikacijom angiotenzina II (153). 
Objašnjenje naših rezultata možemo povezati sa činjenicom da u ishemičnom tipu ABI dolazi do 
povećanja RVK, pa samim tim i O2
-
 (39). Dokazano je da povišeni oksidativni stres i visok nivo 
RVK imaju važnu ulogu u patogenezi i razvoju urođene hipertenzije, kako kod čoveka, tako i u 
animalnim modelima, uključujući i soj SHR (154-159). Pored toga brojna istraživanja su 
pokazala da se u poređenju sa WKY pacovima, u bubregu SHR povećava ekspresija iRNK za 
NADPH oksidazu, koja se smatra važnim izvorom O2
- 
(160). Poznato je da povišen nivo 
superoksidnog anjona dovodi do endotelne disfunkcije i vazokonstrikcije (107), a intrarenalna 
vazokonstrikcija (1) i formiranje RVK u reperfuziji (114) predstavljaju karakteristike ABI. 
Tretman tempolom, koji neutrališe prisutne O2
-
, dovodi do sniženja krvnog pritiska, smanjuje 
otpor i samim tim poboljšava protok krvi kroz bubrežnu arteriju. 
ABI se definiše kao naglo pogoršanje bubrežne funkcije. Nivoi kreatinina i uree u plazmi 
predstavljaju jedan od glavnih markera oštećenja bubrega. U našoj studiji postishemično 
oštećenje bubrega sedam puta povećava kreatinin u plazmi, što ukazuje na dramatično smanjenje 
glomerulske filtracije u postishemičnom hipertenzivnom bubregu. Tretman losartanom značajno 
je snizio kreatinin u plazmi 24 časa nakon renalne reperfuzije kod SHR sa izazvanom ABI. 
Kontogiannis i Burns (1998. god.) takođe su pokazali da blokada AT1 receptora losartanom 






bilateralne okluzije bubrežnog hilusa mužjaka Sprague-Dawley pacova u trajanju od 60 minuta 
(77). Miloradović i saradnici, 2007. godine, su pokazali da losartan dovodi do blagog poboljšanja 
GFR u postishemičnom bubregu Wistar pacova nakon umerene blokade NO sintaze (148). 
Rezultati ove studije su u saglasnosti sa rezultatima pomenutih autora i sugerišu da prekomerna 
ekspresija AngII ima važnu ulogu u regulaciji brzine glomerulske filtracije u postishemičnom 
bubregu pacova sa urođenom hipertenzijom, a da blokada receptora za AngII poboljšava 
filtraciju u glomerulima. 
Tretman SOD mimetikom tempolom, nije doveo do promene koncentracije kreatinina u 
plazmi hipertenzivnih životinja sa ABI. Chatterjee i saradnici, 2000. godine, su pokazali da 
tempol dovodi do značajnog pada kreatinina u plazmi postishemičnih tretiranih Wistar pacova u 
poređenju sa životinjama kod kojih je indukovana ABI (161). Razlike između našeg i rezultata 
pomenutih autora mogu se objasniti razlikama u korišćenom soju, dizajnu eksperimenta i dužini 
tretmana eksperimentalnih životinja. 
Urea u plazmi menja se na sličan način kao vrednosti kreatinina u plazmi, što predstavlja još 
jednu potvrdu izmenjene glomerulske filtracije u pomenutim eksperimentalnim uslovima. 
Još jedan od važnih markera akutne bubrežne insuficijencije je nastanak hiperfosfatemije. 
Rubinger i saradnici, 2005. godine, pokazali su da je hiperfosfatemija posledica smanjene 
ekspresije natrijum zavisnog fosfatnog kotransportera u tubulima, koja nastaje kao posledica 
ishemičnog oštećenja bubrežnog tkiva (162). U našoj studiji, losartan dovodi do značajnog 
sniženja fosfata u plazmi, što može biti posledica bolje očuvanosti strukture bubrežnih tubula 
nakon blokade RAAS (slika 19.), a samim tim i bolje ekskrecije fosfata. Sa druge strane, tretman 
SOD mimetikom, tempolom, nije doveo do značajnog sniženja fosfata u plazmi. Ovo nas navodi 
na zaključak da u našem eksperimentalnom modelu, tokom postishemičnog oštećenja bubrega, 
angiotenzin II ima predominantnu ulogu u nastanku tubularnih oštećenja u odnosu na RVK i da 
je RAAS najvećim delom odgovoran za hiperkreatininemiju, hiperuremiju i hiperfosfatemiju u 
grupi tretiranoj tempolom. 
Dobro je poznato da parametri lipidnog statusa mogu dati dobru prognozu patomorfoloških 
promena na krvnim sudovima. Visoke vrednosti LDL holesterola i niske vrednosti HDL 






brojna istraživanja na animalnim eksperimentalnim modelima (165, 166), su pokazale 
kardioprotektivne efekte holesterola visoke gustine (HDL holesterol). Thiemermann i saradnici, 
2003. godine, pokazali su da HDL u bolusu u koncentraciji od 80mg/kg, dovodi kod Wistar 
pacova do poboljšanja funkcije i strukture bubrega nakon ishemične ABI (167). U našoj studiji 
ishemični tip ABI dovodi do porasta LDL holesterola u poređenju sa grupom lažno operisanih 
životinja, dok je tretman losartanom doveo do statistički značajnog povećanja HDL u plazmi, i 
tim delom posredovao poboljšanju glomerulske filtracije i strukture bubrega životinja sa ABI. 
Diureza predstavlja jedan od nespecifičnih markera ABI. Brojni autori (168, 169) dele 
pacijente sa razvijenom ABI na pacijente sa oligurijom i one koji imaju nesmetanu diurezu. U 
našem eksperimentalnom modelu, kod pacova sa urođenom hipertenzijom, ABI nije značajno 
menjala diurezu, kao i tretman losartanom i tempolom, što ukazuje da nije došlo do obstrukcije 
urinarnih puteva u drastičnoj meri. 
Lipidna peroksidacija predstavlja oksidativnu degradaciju lipida. U ovom procesu reaktivne 
vrste kiseonika preuzimaju elektron iz membranskih lipida, što uzrokuje oštećenje ćelija. 
Mnogobrojne studije ukazuju na povišenu lipidnu peroksidaciju izraženu preko nivoa TBARS u 
plazmi (170, 171), eritrocitima (172) i homogenatu bubrega (39) kod raznih oblika insuficijencije 
bubrega. Rezultati naše studije, pokazali su da bubrežna ishemija dovodi do povećanja lipidne 
peroksidacije u plazmi SHR, dok blokada AT1 receptora dovodi do njenog značajnog smanjenja. 
Ovi rezultati su saglasni sa rezultatima Bolterman i saradnika koji su 2005. godine pokazali da 
blokada sinteze Ang II inhibitorom ACE, Captoprilom, davanim ad libitum u vodi tokom 15 
dana u dozi od 100mg/kg kod SHR smanjuje nivo TBARS u plazmi u odnosu na netretiranu 
grupu SHR (173). Kod hipertenzivnih pacijenata tretman blokatorom AT1 receptora 
Candesartanom dovodi do značajnog sniženja nivoa TBARS u plazmi (174). Tempol-SOD 
mimetik, u našem modelu esencijalne hipertenzije udružene sa ABI, takođe snižava nivo TBARS 
u plazmi, što je u saglasnosti i sa studijom koju su izveli Zhang i saradnici (175). Oni su 2004. 
godine pokazali da tretman tempolom u dozi od 10mg/kg i 30mg/kg dovodi do smanjenja nivoa 
TBARS u plazmi kod mužjaka Sprague-Dawley pacova sa AngII-indukovanom hipertenzijom. 
Svi ovi rezultati nas navode na zaključak da i Ang II i RVK (delom oslobođene i pod uticajem 






Inal i saradnici, 2002. godine, su u modelu ishemične ABI na mužjacima Sprague-Dawley 
soja pacova pokazali da nakon 30 minuta ishemije i 45 minuta reperfuzije dolazi do pada 
katalazne aktivnosti u eritrocitima u odnosu na kontrolnu grupu (176). U našem 
eksperimentalnom modelu, katalazna aktivnost u eritrocitima životinja sa ABI je nešto niža 24h 
nakon reperfuzije u odnosu na SHAM, što je u saglasnosti sa prethodnom studijom, iako je naša 
studija sprovedena na drugom soju pacova. Tretman, kako losartanom tako i tempolom, u našem 
modelu doveo je do značajnog povećanja aktivnosti katalaze. Tretman tempolom je povećao 
aktivnost katalaze dva puta u odnosu na grupu životinja kojoj je indukovana ABI, dok tretman 
losartanom vraća aktivnost enzima približno na nivo kao kod lažno operisanih životinja. Ovi 
rezultati nas navode na zaključak da tretmani losartanom i tempolom značajno smanjuju stepen 
oksidativnog stresa kod SHR kojima je indukovana ishemična ABI. Sa druge strane, ovi rezultati 
takođe ukazuju na mogućnost da kod pacova sa urođenom hipertenzijom kojima je izazvana 
ABI, usled smanjenja aktivnosti katalaze u eritrocitima, dolazi do povećane lipidne peroksidacije 
u plazmi. Kod životinja tretiranih tempolom smanjenje lipidne peroksidacije verovatno je 
posledica povećanja katalazne aktivnosti (177, 178). Yuan i saradnici, 1996. godine, pokazali su 
da je aktivnost katalaze pozitivno korelisana sa povećanom aktivnošću superoksid dismutaze kod 
SHR (179), dok su radovi drugih autora (180) pokazali da sam tempol može imati katalaznu 
aktivnost, odnosno da deluje i kao katalazni mimetik. 
Enzim NAD(P)H oksidaza predstavlja jedan od glavnih izvora RVK (86). Aktivacija ove 
oksidaze regulisana je brojnim vazoaktivnim hormonima, faktorima rasta kao i mehaničkim 
stimulusima (181). Jedan od značajnih faktora aktivacije je i AngII (182). Istraživanja su 
pokazala (103) da infuzija AngII povećava aktivnost NAD(P)H oksidaze i koncentraciju O2
-
, dok 
inhibicija oksidaze smanjuje vaskularnu produkciju superoksidnog anjona (145). Zafari je sa 
saradnicima 1988. godine (183) pokazao da blokada AT1 receptora losartanom smanjuje 
povećanu koncentraciju H2O2 nastalu infuzijom AngII. Pored toga, kod Sprague–Dawley 
pacova, kod kojih je izazvan infarkt miokarda, osmonedeljni tretman losartanom u dozi od 
20mg/kg po danu, dovodi do povećanja aktivnosti CAT u oštećenom tkivu (184). Sve ovo 
ukazuje da su lipidna peroksidacija i aktivnost CAT, kao enzima oksidativne zaštite, tesno 
povezane sa RAAS. U našem modelu ishemične ABI pokazali smo da bilo blokada RAAS, bilo 
uklanjanje RVK, dovodi do povećane CAT aktivnosti i smanjenja lipidne peroksidacije, što nas 






vezane za aktivnost enzima antioksidativne zaštite u modelima ishemijsko reperfuzionih 
oštećenja, što je verovatno posledica različitih metodoloških pristupa (180, 185, 186, 187). 
Yamanobe i saradnici, 2007. godine, pokazali su da u homogenatu bubrega miševa nakon 
ishemično-reperfuzionih oštećenja ne dolazi do promene u aktivnosti SOD (188), dok su drugi 
autori, u modelu glicerolom izazivane ABI, kod pacova dobili smanjenje aktivnosti SOD, CAT, 
GSH-Px (189). Sa druge strane, u ishemičnom modelu na Sprague-Dawley pacovima, Dobashi i 
saradnici, 2000. godine, su pokazali da nema značajnije promene u aktivnostima SOD i CAT, 
dok GSH-Px pokazuje blagi pad aktivnosti u homogenatima tkiva bubrega (190). U našem 
eksperimentalnom modelu, postishemična ABI nema uticaja na aktivnost SOD, GR, i GSH-Px u 
eritrocitima u odnosu na grupu lažno operisanih životinja. Tretmani tempolom i losartanom ne 
menjaju statistički značajno aktivnost SOD, GSH-Px i GR u poređenju sa grupom kod koje je 
izazvana ABI, što nas navodi na zaključak da aktivnost ovih enzima nije direktno posredovana 
RAAS ili da sa druge strane, nije došlo do značajnog povećanja koncentracije superoksidnog 
anjona u ovakvom eksperimentalnom okruženju. 
Morfološke promene tkiva bubrega predstavljaju najbolji prikaz razvoja ABI. Najuočljivije 
promene na ishemičnom bubregu koje se mogu uočiti pomoću svetlosne mikroskopije su široka 
polja nekroze, najrasprostranjenija u kortiko-medularnoj zoni, kao i veliki broj PAS pozitivnih 
cilindara u meduli bubrega (150). Morfološke promene bubrega izolovanog iz grupe životinja 
kojima smo indukovali ishemičnu ABI, upravo odgovaraju prethodnom opisu. Pored navedenih 
promena uočena je dilatacija pojedinih segmenata proksimalnih i distalnih tubula, sa ili bez 
gubitka četkastog pokrova. 
Naši rezultati jasno ukazuju da, u ranoj fazi razvoja ishemične ABI u hipertenziji, blokada 
tip1 receptora za angiotenzin II, losartanom, ima mnogo povoljnije efekte, nego uklanjanje 
superoksidnih anjona nastalih u toku reperfuzije. Lezije tubularnih epitelnih ćelija (glavna 
oštećenja nastala tokom ABI), manjeg su intenziteta u grupi pacova tretiranih losartanom nego u 
grupi sa ABI. Ovakav histološki nalaz, koji ukazuje na povoljan efekat losartana je u skladu sa 
poboljšanjem sistemskih i hemodinamskih parametara bubrežne arterije, kao i biohemijskih 
parametara kreatininemije, uremije i fosfatemije (slika 10.). Heeba (2011. god.) i Therrien i 
saradnici (2009. god.) takođe su pokazali protektivan efekat losartana na bubreg pacova u 






Grupe autora (161, 193) su pokazale da tretman tempolom popravlja histološku sliku 
ishemičnog bubrega u normotenzivnim uslovima. Sa druge strane, akutni tretman tempolom 
hipertenzivnih pacova sa razvijenom ABI, u našoj studiji, nije doveo do poboljšanja 
histopatološke slike bubrega. Iako u ovoj studiji nisu prikazane vrednosti pojedinačnih 
morfoloških promena na strukturama bubrega eksperimentalnih životinja (stepen kortiko-
medularne nekroze, prisustvo PAS pozitivnih cilindara i dilataciju tubula), već zbir 
histopatoloških promena, treba istaći da intenzitet oštećenja tubula u grupi tretiranoj tempolom 
najviše doprinosi porastu ovog zbira. Naime, oštećenja tubulocita u grupi tretiranoj tempolom 
bila su slična onima nađenim u bubrezima pacova sa ABI. Naši rezultati nas navode na zaključak 
da je uloga RAAS sistema u nastanku strukturnih oštećenja u modelu ABI sa hipertenzijom 
dominantna i da strukturna oštećenja nije bilo moguće prevazići primenom samo SOD mimetika. 
Iz prikazanih rezultata možemo zaključiti da angiotenzin II ima značajnu ulogu u razvoju i 
održanju eksperimentalne postishemične ABI u hipertenziji, što se ne može reći i za reaktivne 
vrste kiseonika. Takođe, ovi rezultati ukazuju da bi, kod pacijenata koji su na antihipertenzivnoj 
terapiji blokatorima AT1 receptora intenzitet ABI ishemičnog tipa mogao biti znatno smanjen, 
odnosno da pacijenti na terapiji ovim lekovima nemaju posebne rizike tokom razvoja ABI 








Rezultati prikazane studije pokazuju da indukcija ishemičnog tipa akutne bubrežne 
insuficijencije kod pacova sa urođenom hipertenzijom, u poređenju sa lažno operisanim 
životinjama, nakon 24h reperfuzije dovodi do: 
 sniženja srednjeg arterijskog pritiska i karotidnog vaskularnog otpora; 
 povećanja otpora protoku krvi kroz bubrežnu arteriju i sledstvenog smanjenja 
protoka kroz ovaj krvni sud, što ukazuje na snažnu intrarenalnu vazokonstrikciju u 
postishemičnom bubregu - jednog od glavnih uzroka razvoja akutne bubrežne 
insuficijencije; 
 značajnog povećanja vrednosti biohemijskih pokazatelja bubrežne funkcije u plazmi: 
kreatinina, uree i neorganskog fosfata; 
 značajnog povećanja nivoa LDL holesterola u plazmi; 
 značajnog povećanja lipidne peroksidacije u plazmi;  
 dilatacije pojedinih segmenata proksimalnih i distalnih tubula, sa ili bez gubitka 
četkastog pokrova, kao i promena u kortiko-medularnoj zoni gde se uočavaju široka 
polja nekroze tubula i veliki broj PAS pozitivnih cilindara u sabirnim kanalićima. 
Prikazani rezultati takođe pokazuju da sistem renin-angiotenzin-aldosteron ima važnu ulogu 
u regulaciji krvnog pritiska i funkcije bubrega u eksperimentalnoj ishemičnoj akutnoj bubrežnoj 
insuficijenciji u hipertenzivnom okruženju, budući da tretman pacova blokatorom receptora tipa 
1 za angiotenzin II – losartanom, u poređenju sa netretiranim pacovima sa indukovanom 
bubrežnom insuficijencijom, dovodi do : 
 sniženja srednjeg arterijskog pritiska; 






 značajnog sniženja vrednosti biohemijskih markera akutne bubrežne insuficijencije u 
plazmi: kreatinina, uree i neorganskih fosfata; 
 povećanja HDL holesterola; 
 smanjenja lipidne peroksidacije u plazmi, kao i porasta aktivnosti enzima 
antioksidativne zaštite- katalaze; 
 značajnog poboljšanja pato-morfološkog izgleda postishemičnog bubrega, odnosno 
značajno manje ili odsutne dilatacije tubula, smanjenja nekroze tubula u kortiko-
medularnoj zoni, manjih polja infarkta, kao i manjeg broja cilindara u meduli 
bubrega. 
Uklanjanje superoksidnog anjona, po rezultatima ove studije, iako dovodi do značajnih 
promena u sistemskim hemodinamskim i pojedinim biohemijskim parametrima, ne dovodi do 
značajnih promena u parametrima bubrežne strukture i funkcije u postishemičnom modelu 
akutne bubrežne insuficijencije, udružene sa hipertenzijom. Tretman tempolom, u poređenju sa 
netretiranim životinjama sa indukovanom bubrežnom insuficijencijom: 
 smanjuje otpor u bubrežnoj arteriji; 
 neznatno utiče na povećanje protoka krvi kroz bubrežnu arteriju; 
 ne utiče na biohemijske pokazatelje bubrežne funkcije; 
 ne utiče na morfološku sliku ishemičnog bubrega. 
Opšti zaključak našeg rada ukazuje da postishemično povećanje nivoa angiotenzina II u 
hipertenzivnim uslovima ima značajnu ulogu u razvoju renalne vazokonstrikcije i regulaciji 
glomerulske filtracije, kao i nastanku tubulo-intersticijskih oštećenja u bubregu. 
Terapija blokatorima receptora tipa 1 za AngII, može imati povoljan efekat na postishemični 






Superoksidni anjon nema posebno izražen efekat u nastanku i održanju akutne bubrežne 
insuficijencije kod hipertenzivnih pacova, ali zbog prirode ishemično-reperfuzionih oštećenja 
svakako treba ispitati ulogu ostalih reaktivnih vrsta kiseonika. 
U cilju razumevanja potpunih efekata angiotenzina II i reaktivnih vrsta kiseonika kod 
hipertenzivnih pacijenata kod kojih se razvije ishemična akutna bubrežna insuficijencija, treba 
uzeti u obzir i druge okolnosti kao što su godine života, vaskularna oboljenja, prethodno nastala 
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